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摘要: 通过 96 h 急性毒性实验研究水体铜暴露对暗纹东方鲀(Takifugu fasciatus)生理生化及脂代谢相关基因表达的

影响。实验设置对照组、0.1 mg/L 和 0.2 mg/L (96-h LC50) 3 个铜处理组。结果表明, 铜在暗纹东方鲀肝、肌肉和全

鱼中的积累量随着处理浓度的提高而提高。同等浓度处理下, 铜的积累量为肝脏>全鱼>肌肉。随着铜处理浓度的

提高, 肝脏中丙二醛(MDA)含量及抗氧化酶活性[谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX), 总超氧化物歧化酶(SOD)和过氧

化氢酶(CAT)]显著上升。急性铜暴露诱发肝脏血细胞沉积以及血窦扩张的症状。在鳃中, 诱发上皮细胞增生, 顶部

棒状以及产生动脉瘤等症状。急性铜胁迫后, 暗纹东方鲀肠道中的淀粉酶活性显著上升, 但脂肪酶活性显著下降。

在肝脏中, 随着处理浓度的提高, 淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶活性显著降低。在 0.1 mg/L 处理组, 脂肪合成相关基因

(G6PD、6PGD、LPL、Fas 和 Acc)的表达量最高。但在 0.2 mg/L 处理组中, 脂肪分解相关基因(HSL 和 CPT 1)的
表达最高。急性铜胁迫后对转运因子 PPARα 的影响不显著, 但转运因子 PPAR γ 的表达量显著上升。本实验表明铜

对暗纹东方鲀生理生化指标及脂代谢相关基因的表达均产生显著影响, 本研究为暗纹东方鲀养殖过程中铜的合理

使用提供有益的指导价值, 也为生产中更好地监控重金属污染提供一定的技术指标参考。 
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暗纹东方鲀(Takifugu fasciatus)俗称河鲀, “长
江三鲜”之一, 是一种营养丰富、经济价值很高的

硬骨鱼类, 在中国主要分布于渤海、东海、黄海

及通海的江河中下游[1-5]。暗纹东方鲀在中国养殖

和食用广泛, 其养殖基地主要分布在江苏、广东、

上海、福建等一些省份[6]。根据河鲀产业调研报

告(2017), 我国暗纹东方鲀的养殖年产量超过 5
万 t, 河鲀养殖年产值在 10 亿~20 亿元[7]。暗纹东

方鲀作为中国重要的养殖鱼类之一, 具有广阔的

开发和利用前景。 
目前, 随着工农业大量的污染物排放到海洋

和河口中加之含铜药物在水产养殖过程中大量

的不规范使用, 致使养殖水体铜污染现象时有发

生, 且已经严重威胁了水产养殖业的健康可持续

发展[7-8]。研究表明铜是鱼类所必须的微量元素之

一, 可作为细胞色素氧化酶、过氧化物歧化酶等

酶的辅助因子广泛参与到鱼体内的许多生理生化

过程中[9-10], 但过量的铜会对鱼类产生毒害作用。

当前, 国内外有关水体铜暴露对鱼类的毒性作用

及其机理已成为许多学者研究的重点和热点之一, 
而且也已取得了诸多的研究成果。如华中农业大

学的罗智教授系统地研究了铜暴露对黄颡鱼(Pel-
teobagrus fulvidraco)脂代谢的影响, 揭示了铜对

黄颡鱼脂质代谢的调控机制以及内质网对于脂肪
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代谢的重要作用 [11]。杨志彪等 [12]以中华绒螯蟹

(Eriocheir sinensis)为实验对象探究水体铜对中华

绒螯蟹消化酶的影响, 得出水体铜对脂肪酶有诱

导作用, 对类胰蛋白酶/胃蛋白酶/淀粉酶和纤维

素酶活力有抑制作用。近年来国外学者也相继研

究了铜暴露对鱼类的毒性作用, 总体归纳为铜暴

露能够抑制鱼类的生长、激活抗氧化及免疫系统、

诱导细胞凋亡等方面[9, 13-14]。在暗纹东方鲀养殖

业中, 铜作为饲料添加剂、杀菌藻剂等被广泛使

用, 但铜暴露对暗纹东方鲀毒性作用的研究还未

见报道。本研究通过急性毒性实验研究水体铜暴

露对暗纹东方鲀组织铜积累、氧化应激、消化酶、

组织病变及脂代谢相关基因表达的影响, 通过本

实验揭示铜对暗纹东方鲀的毒性作用, 确定铜对

暗纹东方鲀的安全浓度, 为暗纹东方鲀养殖过程

中铜的合理使用提供指导, 也为生产中更好地监

控重金属污染提供一定的技术指标参考。 

1  材料与方法 

1.1  水体铜暴露处理 
实验用鱼采购自江之源渔业科技有限公司

(江苏, 镇江)。正式实验之前将其饲养于南京师范

大学的自动循环水系统中 14 d, 进行驯化。驯化

之后, 选择生理状态良好、统一规格的暗纹东方

鲀 225 尾, 进行正式实验。鱼体重为(7.8±0.4) g, 
体长(6.7±0.1) cm。将其随机平均分配到 9 个缸中

(25 尾/缸, 100 L)。根据前期预实验水体铜对暗纹

东方鲀的 96 h 的半数致死浓度 (96-h LC50)为
0.2 mg/L。实验设置对照组、0.1 mg/L (50% 96-h 
LC50)和 0.2 mg/L (96-h LC50)3 个处理组, 每个处

理组设 3 个重复。本实验以硫酸铜(CuSO4
.5H2O, 

分析纯)作为铜源, 溶解在超纯水中配置成浓度为

1 g Cu/L 的母液, 通过准确加入适当体积的母液

到养殖水体中, 使离子铜的终浓度分别达到设置

水平。实验进行 96 h, 每天每缸换 100%预配好的

含离子铜的水。养殖期间水体温度为(27.3± 0.8)℃, 
pH 7.2, 持续曝气使水体中溶解氧>5 mg/L。 
1.2  样品采集 

取样前每缸随机选取 3 条活鱼, 用 10 mg/L 
MS-222 进行麻醉, 迅速在冰上解剖, 取出肝和肠

组织, 并用生理盐水(0.8%, 4℃)冲净血渍。将肝和

肠的样本放置于–80℃冰箱保存 , 用于酶活及脂

代谢相关基因表达的测定。实验结束后, 每缸再

取 3 尾鱼, 取出肝、肌肉及剩余组织保存于–20℃
冰箱用于铜积累分析。将每缸剩余的鱼取出, 迅
速在冰上解剖, 剪下肝小叶、左二鳃弓, 并用 4%
多聚甲醛固定液进行固定, 放置于 4℃保存, 用
于组织切片等分析。 
1.3  组织铜含量的测定 

将冷冻样品取出, 烘干至恒重。准确称取干

重 0.1 g, 加 2 mL 浓硝酸(优级纯), 采用微波消解

法消解, 消化条件为 220℃, 30 min, 消化完全后

定容至 10 mL。电感耦合等离子体发射光谱仪

(ICP-OES, Optima 7000, PerkinElmer, 美国)测定

不同组织中铜含量, 结果以每克组织干重所含铜

的微克数表示(µg/g)。 
1.4  组织切片的病理学观察 

病理学观察采用苏木精—伊红染色法(HE 染

色法)观察。将固定好的组织在乙醇中脱水, 经二

甲苯透明后, 将组织用石蜡包埋, 并使之冷却凝

固成块 , 在切片机上进行切片 , 切片厚度为 5~ 
7 µm。切片用苏木精溶液、酒精伊红染料进行染

色, 染色后切片经酒精脱水, 再经二甲苯使切片

透明 , 最后用树胶封片。在光学显微镜 (Nikon 
Eclipse TE2000-U, NIKON, Japan)下拍照观察组

织结构和细胞形态。 
1.5  酶活性测定 
1.5.1  抗氧化酶活性测定  准确称取适量的组织, 
按重量体积比加入 9 倍体积的浓度为 8.6 g/L 的生

理盐水(经 4℃预冷)后立即进行冰浴匀浆。匀浆结

束后, 将匀浆液于 4℃下 850 g 离心 10 min, 收集

上清液。上清液收集完毕后, 测定肝中的丙二醛

(MDA)含量, 以及谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-PX)、
总超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)活性。 

氧化指标 MDA、GSH-PX、SOD 和 CAT 的测

定采用南京建成生物工程研究所试剂盒测定[15]。

具体方法见试剂盒说明书。MDA 单位定义为: 每
毫克组织蛋白中含 MDA 的纳摩尔数。GSH-PX 酶

活力定义为: 每毫克蛋白质, 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
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为 1 个酶活力单位。SOD 酶活力定义为: 每毫克

组织蛋白在 1 mL 反应液中 SOD 抑制率达 50%时

所对应的 SOD 量为 1 个酶活力单位。CAT 酶活力

定义为: 每毫克组织蛋白酶分解 1 µmol H2O2 的

量为 1 个酶活力单位。匀浆液蛋白含量的测定采

用 Bradford 的方法[16]。 
1.5.2  消化酶活性测定  蛋白酶、脂肪酶和淀粉

酶活性的测定均采用试剂盒的方法(购自南京建

成生物工程研究所, 江苏, 南京)。具体方法见试

剂盒说明书。蛋白酶活力单位定义: 在 37℃, pH 
为 8.0 条件下, 每毫克蛋白中含有的胰蛋白酶每

分钟使吸光度变化 0.003, 即为 1 个酶活力单位。

脂肪酶活力单位定义为: 在 37℃条件下, 每毫升

酶液在反应体系中与底物反应 1 min, 每消耗

1 mmol 底物为 1 个酶活力单位。淀粉酶活力单

位定义: 组织中每毫克蛋白在 37℃, pH 为 7.0 条
件下与底物作用 30 min, 水解 10 mg淀粉定义为 1

个淀粉酶活力单位。蛋白含量的测定采用 Bradford
的方法[16]。 
1.6  肝脏脂代谢相关基因的表达 

参照我们近期发表的文章[17], 采用实时荧光

定量 PCR (qPCR)方法检测, 荧光定量引物见表

1。qPCR 反应体系为 20 µL, 其中上下游引物各

1 µL, cDNA 4 µL, SYBR Green 10µL, RNase free 
H2O 4 µL。反应参数为: 95℃预变性 30 s, 95℃变

性 5 s, 62℃变性 20 s, 40 个循环。选用 18S RNA
作为内参基因进行标准化 , 相对表达水平采用

2–ΔΔCt 方法计算[18]。 
1.7  数据分析 

实验数据采用 Microsoft Excel 2016 进行统计

和作图, 采用 SPSS 20.0 进行单因素方差分析和

Tukey 多重比较检验不同处理的均值差异, 显著

水平为 P<0.05。数据以平均值±标准误(mean±SE, 
n=3)表示。 

 
表 1  暗纹东方鲀脂代谢相关基因的荧光定量 PCR 引物 

Tab. 1  Primers used for qPCR analysis of genes related to lipid metabolism 

基因 genes 正向引物(5ʹ-3ʹ) forward primer 反向引物(5ʹ-3ʹ) reverse primer 

6PGD CGGGAGAGCCTTGTTGTGAT CCGTCTTGTTCCAGTCGTCA 

G6PD CTCACCTTCAAGGAGCCGTT GGGCTATACGCTTCAGGACC 

Fas GCAGCTTTCTTTGGCGTTCA TCTGATCCACTCACCCCGAT 

Acc GTGAAAATCCCGACGAGGGT CCACGAGAAACAGTGTCCGA 

LPL CCTGCTGGGTTACAGTCTGG CCCCGTTGGGGTAAATGTCA 

HSL CGTGTGTGAGGAAAATGCCG ACCACCTTGACTAACGAGCG 

CPT 1 CTTCATCCAGATTGCGCTGC AACAAACGCCTGCACACATC 

PPAR α GTCAATGACTACCCGCCCTC AGCTTCAGACGGATAGTGCG 

PPAR γ GTAACCAGGACTCGGTGTGG GATCTCCGATTGGTCGCTGT 

18s RNA AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC 
 

2  结果与分析 

2.1  铜积累 
如表 2 所示, 随着铜处理浓度的提高, 铜在

暗纹东方鲀肝、肌肉和全鱼中的积累量也提高。

同等浓度处理下, 铜在暗纹东方鲀组织中的积累

量为肝脏>全鱼>肌肉。 
2.2  氧化胁迫 

急性铜胁迫对暗纹东方鲀抗氧化系统产生了

显著的影响。随着铜处理浓度的提高 , 肝脏中

MDA 含量及抗氧化酶活性(GSH-PX, SOD 和 CAT)

总体呈显著上升趋势(图 1)。 
 

表 2  急性铜胁迫 96 h 后对暗纹东方鲀组织铜积累的影响 
Tab. 2  Effects of acute Cu stress on tissues  

Cu accumulation in Takifugu fasciatus 
n=3; x̄±SE; µg/g, 干重 dry weight 

处理 treatment 对照 control 0.1 mg/L 0.2 mg/L

肝 liver 1.9±0.2c 13.9±1.6b 39.4±2.3a 

肌肉 muscle 0.2±0.1c 2.5±0.3b 8.6±1.2a

全鱼 whole body 1.3±0.1c 8.4±0.8b 25.9±1.9a

注: 含相同字母者表示差异不显著. 
Note: The treatment with the same letter indicated that the differ-
ence is not significant. 
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图 1  急性铜胁迫 96 h 后对暗纹东方鲀肝脏中丙二醛(MDA)含量及抗氧化酶活性[谷胱甘肽 
过氧化物酶(GSH-PX), 超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)]的影响 

不同处理中含相同字母者表示差异不显著(P>0.05). 
Fig. 1  Effects of 96 h acute Cu stress on malondialdehyde (MDA) concentration and antioxidant enzyme  

activity (GSH-PX, SOD and CAT) in liver of Takifugu fasciatus 
The treatment with the same letter indicated that the difference is not significant (P>0.05). 

 
2.3  组织切片 

经过 96 h 的水体铜急性暴露后, 暗纹东方鲀

的肝脏和鳃从外观上具有明显的病变特征。对照

组的肝细胞结构和形态规则, 水体铜急性暴露诱

发肝脏有血细胞沉积以及血窦扩张的症状。在鳃

中, 水体铜急性暴露也诱发鳃上皮细胞增生, 顶
部棒状以及产生动脉瘤等。随着处理浓度的提高, 
这些症状愈加明显(图 2)。 

 

 
 

图 2  暗纹东方鲀经 96 h 的水体铜急性暴露后肝脏和鳃的显微结构 
a-c 肝脏, d-f 鳃。a、d: 对照组; b、e : 0.1 mg/L 铜处理; c、f : 0.2 mg/L 铜处理. An 表示动脉瘤, BCD 表示血细胞沉积,  

Ct 表示顶部棒状, DS 表示血窦扩张, Hp 表示上皮细胞增生. 切片厚度为 5~7 µm.切片用苏木精和伊红染料进行染色(HE 染色). 
Fig. 2  Effects of acute Cu stress on liver and gills morphology of Takifugu fasciatus after 96 h exposure 

a-c liver, d-f gills. a, d: control; b, e: 0.1 mg/L Cu treatment; c, f: 0.2 mg/L Cu treatment. 
An: aneurism, BCD: blood cell deposition in veins, Ct: clubbed tips, DS: dilatation of sinusoids,  

Hp: hyperplasia. Sections were 5-7 μm thick and stained with haematoxylin and eosin (HE). 
 

2.4  消化酶 
如表 3 所示, 急性铜胁迫 96 h 后, 暗纹东方

鲀肠道中的淀粉酶活性显著上升, 但脂肪酶活性

显著下降。在 0.1 mg/L 处理组, 肠道中的蛋白酶
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活力显著高于对照组和 0.2 mg/L 处理组。在暗纹

东方鲀肝脏中, 急性铜胁迫 96 h 后, 随着处理  
浓度的提高, 淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶活性显著

降低。 
 

表 3  急性铜胁迫对暗纹东方鲀肠道中 
消化酶活性的影响 

Tab. 3  Effect of acute Cu stress on digestive enzyme  
activities in gut and liver of Takifugu fasciatus 

n=3; x̄±SE 

组织 
tissue 

处理 
treatment 

淀粉酶/ 
(U/mg prot) 

amylase 

蛋白酶/ 
(U/mg prot)  

trypsin 

脂肪/ 
(U/g prot) 

lipase 

对照组 
control 

0.3±0.1b 1905.2±70.3b 1414.1±82.1a

0.1 mg/L 1.1±0.1a 2124.5±64.1a 582.2±56.2b
肠道 
gut 

0.2 mg/L 1.0±0.1a 896.3±44.2c 322.2±42.6c

对照组 
control 

2.0±0.2a 190.3±24.5a 62.2±10.4a

0.1 mg/L 1.4±0.1b 88.8±12.1b 50.2±8.8ab
肝脏 
liver 

0.2 mg/L 0.5±0.1c 55.9±9.8b 30.2±5.6b 

注: 含相同字母者表示差异不显著(P>0.05). 
Note: The treatment with the same letter indicated that the differ-
ence is not significant (P>0.05). 

 
2.5  肝脏脂代谢相关基因的表达 

急性铜胁迫 96 h 后对暗纹东方鲀脂代谢相关

基因的表达产生了显著影响。在 0.1 mg/L 处理组, 
脂肪合成相关基因(G6PD、6PGD、LPL、Fas 和

Acc)的表达高于对照组和 0.2 mg/L 处理组, 其中

0.2 mg/L 处理组中脂肪合成基因表达量最低。但

在 0.2 mg/L 处理组中, 脂肪分解相关基因(HSL 
和 CPT 1)的表达显著高于对照组和 0.1 mg/L 处理

组。急性铜胁迫 96 h 后对转运因子 PPAR α 的影

响不显著, 但转运因子 PPAR γ的表达量显著上升, 
在 0.1 mg/L 处理组中有着最大的表达量(图 3)。 

3  讨论 

3.1  急性条件下铜能够积累在暗纹东方鲀组织中 
为了解铜在暗纹东方鲀体内的积累情况, 我

们分析了肝脏、肌肉和全鱼中的铜的含量。在本

研究中, 铜在肝脏、肌肉和全鱼中的积累量随着

处理浓度的提高而提高, 说明铜在暗纹东方鲀体

内的积累具有剂量依赖效应。此外, 96 h 急性铜暴

露之后, 肝中积蓄着最高浓度的铜, 这说明了肝 

 
 

图 3  急性铜暴露 96 h 后对暗纹东方鲀肝脏中 
脂代谢相关基因表达的影响 

脂肪合成相关基因(G6PD、6PGD、LPL、Fas 和 Acc),  
脂肪分解相关基因(HSL 和 CPT 1)以及脂肪转运因子 

(PPAR α 和 PPAR γ)。不同处理中含相同字母者 
表示差异不显著(P>0.05). 

Fig. 3  Effects of acute Cu stress on the mRNA expression  
of genes involved in lipid metabolism in the  

liver of Takifugu fasciatus 
The genes involved in lipogenesis (G6PD, 6PGD, LPL, Fas and 

Acc), lipolytic (HSL and CPT 1) and transcription factors 
(PPAR α and PPAR γ). The treatment with the same letter indi-

cated that the difference is not significant (P>0.05). 
 

是铜积累的靶器官。这些与 Wang 等[15]和 Al-Bairuty
等[19]研究结果一致。值得注意的是, 在肌肉中铜

的积累量最低, 可能是由于铜在进入肌肉之前被

首要的吸收和转运到其他组织, 例如肝。有研究

表明, 肌肉中缺少铜结合蛋白[20]。因此, 肌肉不

是主要的器官来存储铜, 这对人类食物安全至关

重要。 
3.2  急性铜暴露诱导暗纹东方鲀氧化应激 

动植物细胞在代谢过程中不断产生的自由基

会被细胞本身具有的防御体系所清除, 在正常的

生理条件下二者之间始终处于动态平衡, 一旦平

衡状态被打破, 组织内的活性氧自由基会不断的

聚积, 导致组织代谢出现异常并发生组织过氧化

现象, 从而诱导产生一系列的病理及生理变化[21]。

因此, 抗氧化酶系统对维持机体正常代谢和功能

有着非常重要的作用[22]。铜在鱼类生理代谢过程

中起着重要的作用, 然而, 当铜含量过高时会引

起鱼体氧化胁迫和脂质过氧化作用[14]。鱼类抗氧

化系统对水环境污染反应灵敏; 重金属与其他环

境污染物类似, 通过氧化胁迫驱动毒性效应[13]。

MDA 被普遍用来评估脂质过氧化程度[23]。在本 
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研究中, 肝脏中的 MDA 含量随着铜处理浓度的

升高而升高, 说明了铜处理能够诱导暗纹东方鲀

肝中的脂质过氧化作用, 引起组织损伤(图 2)。研

究表明铜通过 Fenton-type 反应能够产生 ROS, 从
而诱导产生氧自由基激活抗氧化防御系统 [24]。

SOD 酶和 GSH 能够转化超氧离子成为毒性较低

的过氧化氢和水, 因此能够维持细胞内适当浓度

的超氧离子, 从而保护细胞免受损伤[25]。Almeida
等 [26]报道镉离子能够提高大菱鲆 (Scophthalmus 
maximus)肌肉中的 GSH-PX 和 SOD 活性。Sanchez
等 [13]报道铜离子能够诱导三棘鱼 (Gasterosteus 
aculeatus)中的 SOD 和 CAT 活性提高。本研究显

示在肝脏中, SOD、CAT 和 GSH-PX 活性随着铜

处理浓度的升高而升高, 说明了铜处理能够引起

暗纹东方鲀肝脏的氧化胁迫, 激活体内的抗氧化

防御系统, 但这种防御作用似乎弱于铜诱导的机

体损伤, 对暗纹东方鲀产生了毒害作用。 
3.3  鲀急性铜暴露诱导暗纹东方 组织病变 

肝脏是鱼体代谢铜的中心组织, 并且肝组织

损伤已经被作为一种参考来分析环境的污染程 
度[27]。在本研究中, 急性铜暴露 96 h 后, 肝组织

显示出不同程度的损伤。这些损伤主要包括: 血
窦扩张和血细胞沉积在静脉中。有研究表明血窦

扩张是铜诱导肝损伤的有力信号 [9]。Al-Bairuty 
等[19]研究表明 100 µg/L 离子铜诱导虹鳟(Oncor-
hynchus mykiss)肝细胞坏死、血窦扩张及血细胞的

沉积。王海涛等[28]研究表明 0.88 mg/L 铜诱导细

鳞鲑(Brachymystax lenok)幼鱼肝脏血窦扩张, 这
些与本研究结果类似, 说明铜诱导不同品种鱼类

肝组织损伤的症状大体一致。 
鳃是鱼类呼吸和渗透调节的器官, 重金属离

子主要是由鳃吸收进入血淋巴, 其对鱼类的损害

首先是从鳃开始的。已有的研究表明, 离子铜能

对虹鳟的鳃造成严重的伤害, 并且能引起鳃生理

功能的改变[19]。在本研究中, 离子铜处理诱导鳃

上皮细胞増生, 二次片层顶部棒状, 鳃丝上动脉

瘤。随着处理浓度的提高, 鳃的损伤程度越明显。

这些结果和 Al-Bairuty 等[19] 和 Gomes 等[23]报道

一致。Griffitt 等[29]认为二次片层基部増生増加了

气体传送的距离, 甚至很小的増生都会影响氧气

穿过鳃进入到体内的效率。因此, 本研究中离子

铜处理可能会引起暗纹东方鲀的缺氧症状。

Lappivaara 等[30]认为这种缺氧根据鳃的损伤程度

是可以恢复的。关于鳃的病变引起的游泳行为的

改变需要进一步的研究。 
3.4  急性铜暴露扰乱了暗纹东方鲀消化系统 

消化酶由消化腺和消化系统分泌, 主要功能

是将食物分解成可吸收的小分子, 进而为机体的

生理活动提供物质与能量。消化酶的活性会直接

影响机体的消化能力以及对环境适应的能力, 同
时也能直观的反映机体的生理状态。目前已发现

重金属离子会影响到鱼类的消化酶活性。崔丽丽

等 [31]发现过量的铜离子对无齿相手蟹 (Sesarma 
dehaani)的肝胰腺中的蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶

和类胰蛋白酶四种消化酶酶活表现出不同程度的

抑制作用。铜离子浓度越高, 对酶的抑制作用越明

显。陈肖肖等[8]利用不同浓度铜离子对泥蚶(Teg-
illarca granosa)进行处理 , 表明实验后期内脏团

消化酶活力与重金属浓度呈现负相关性。在本研

究中, 急性铜胁迫 96 h 后, 随着处理浓度的提高, 
暗纹东方鲀肝脏中的淀粉酶、蛋白酶和脂肪酶活

性显著降低, 说明水体铜暴露抑制了暗纹东方鲀

肝脏中的消化酶的分泌能力和消化能力。但是 , 
在暗纹东方鲀肠道中, 随着铜离子处理浓度的提

高, 淀粉酶和蛋白酶活性呈先升高再下降的趋势, 
此结果与张华等 [32]报道铜离子对杂交鲟肠组织

的消化酶影响的结果一致。这些结果表明(1)铜诱

导的蛋白酶、脂肪酶和淀粉酶的变化具有组织特

异性; (2)在低浓度胁迫下, 铜对暗纹东方鲀肠道

中淀粉酶和蛋白酶活性表现为诱导作用, 当铜离

子达到一定浓度时又对消化酶产生抑制作用, 会
影响鱼类的摄食和对食物的消化。因此在水产养

殖过程中, 一定要注意重金属离子的浓度。具体

的 0.1 mg/L 铜处理组显著提高肠道淀粉酶和蛋

白酶活性的原因还有待进一步研究, 比如: 肠道

微生物的作用。 
3.5  急性铜暴露扰乱了暗纹东方鲀肝脏脂肪代谢 

脂类是鱼类主要的能源物质, 在生长、发育

和繁殖的过程中发挥重要的作用。肝脏是脂类代

谢最主要的部位, 脂肪的合成代谢与分解代谢的
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失衡会导致肝脏病变[7, 33]。大量的研究表明, 水体

重金属暴露能够诱导鱼类脂代谢的失衡 [9, 10, 33], 
这些与本研究中的结果一致。但在本研究中发现, 
在 0.1 mg/L 处理组, 脂肪合成相关基因(G6PD、

6PGD、LPL、Fas 和 Acc)的表达显著高于对照组

和 0.2 mg/L 处理组, 同时脂肪分解(HSL 和 CPT 1)
相关基因的表达在 0.1 mg/L 处理组与对照组间差

异不显著, 说明 0.1 mg/L 铜处理能够诱导暗纹东

方鲀肝脏脂肪沉积。有关研究表明, 黄颡鱼肝脏

中脂肪生成相关基因(6PGD、G6PD 和 Fas)的表

达随着水体铜浓度的升高而逐渐降低[34], 这与本

研究结果有些差异, 可能是由物种不同造成的。

值得注意的是, 在 0.2 mg/L 铜处理组中, 暗纹东

方鲀肝脏中脂肪合成基因的表达量最低, 并且脂

肪分解相关基因的表达显著高于 0.1 mg/L 处理组

和对照组。这些结果暗示着暗纹东方鲀可能通过

分解脂肪提供能量来抵御高浓度铜的胁迫, 这与

Wang 等[15]和 O'Brien 等[35]研究结果一致。Chen
等[34]通过慢性铜毒性实验研究表明, 与对照组比

摄食量差异是黄颡鱼脂代谢合成基因表达下降的

一个重要因素, 但在本实验 96 h 急性铜胁迫过程

中 , 暗纹东方鲀未经投喂(摄食量无差异), 但与

对照组比 0.2 mg/L 铜处理仍显著抑制脂肪合成基

因的表达。这些结果的差异可能是由急性毒性实

验和慢性毒性实验的差异造成的。在本实验中 , 
急性铜胁迫 96 h 后对转运因子 PPAR α的影响不

显著, 但转运因子 PPAR γ 的表达量显著上升。研

究表明, 动物的体脂沉积及脂类代谢受 PPAR α
和 PPAR γ 的调控。其中, PPAR α 主要通过诱导脂

肪酸氧化基因的表达从而调控脂肪的分解代谢; 
而 PPAR γ主要调节脂类的合成代谢, 促进体脂沉

积。这与 Zheng 等[33]对黄颡鱼进行锌暴露后的研

究结果相似。相关研究认为 PPAR α 基因的表达

水平并没有显著变化, 但这并不足以排除其可能

参与铜暴露影响鱼类脂类代谢的过程[33-34]。 

4  小结 

急性铜暴露条件下, 离子铜能够积累在暗纹

东方鲀组织中, 肝脏是铜积累的靶器官。急性铜

胁迫能够诱导暗纹东方鲀肝脏氧化应激以及肝和

鳃中的组织病变。同时暗纹东方鲀体内的消化酶

活性及肝脂代谢相关基因的表达也被急性铜胁迫

所扰乱。 
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Effects of acute copper stress from copper accumulation, oxidative 
stress, digestive enzymes, tissue lesions, and gene expression related to 
lipid metabolism in Takifugu fasciatus 

WANG Tao1, 2, WANG Wei2, CHEN Tongqing2, XIA Xiaoyu2, MIAO Jinhan2, ZHANG Hongyan2,  
YIN Shaowu1, 2 

1. College of Marine Science and Engineering, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, China; 
2. College of Life Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, China 

Abstract: The study was conducted to determine the effects of waterborne Cu exposure on physiological, bio-
chemical, and gene expression related to lipid metabolism in Takifugu fasciatus via a 96 h acute toxicity experi-
ment. In the present study, T. fasciatus were respectively exposed to 0 (control), 0.1 mg Cu/L, and 0.2 mg Cu/L 
(96-h LC50). The results showed that Cu accumulation in liver, muscle, and whole fish increased with increasing 
Cu concentration. The order of Cu accumulation was liver>whole body>muscle at the same Cu dose. With the 
increase in Cu concentration, malondialdehyde (MDA) content and activities of antioxidant enzymes [glutathione 
peroxidase (GSH-PX), total superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT)] increased in the liver. Acute Cu 
exposure induced blood cells deposition in veins and dilatation of sinusoids in the liver, and also induced epithelial 
hyperplasia, clubbed tips, and aneurysms in gills. In the gut, amylase activity increased significantly, yet the lipase 
activity decreased after acute Cu stress in T. fasciatus. In the liver, activities of amylase, protease, and lipase de-
creased significantly with the increase in Cu concentration. The expression of genes involved in lipogenesis 
(G6PD, 6PGD, LPL, Fas, and Acc) under 0.1 mg Cu/L exposure was the highest. However, the expression of 
genes involved in lipolysis (HSL and CPT 1) was the highest in the 0.2 mg Cu/L treatment group. Acute Cu stress 
had no significant influence on transfer factor PPAR α, but the expression of PPAR γ was significantly up-regulated 
relative to that of the control. This study revealed the significant effects of Cu exposure on physiological, bio-
chemical, and gene expression related to lipid metabolism in T. fasciatus, which provides beneficial guidance for 
the rational use of Cu in the production process of T. fasciatus, and also provides beneficial references to technical 
indicators for better monitoring of heavy metal pollution in fish production. 
Key words: Takifugu fasciatus; copper; accumulation; oxidative stress; digestive enzymes; tissue lesion; lipid 
metabolism 
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