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摘要: 开展银鲳(Pampus argenteus)试养海域的盐度易随气候降低, 且受到一定程度Cu等重金属污染, 研究低盐条件下硫酸铜对银鲳的影响十分必要。本实验首先进行银鲳幼鱼低盐度适应, 将盐度以4的幅度从24逐步降低至12。稳定后进行硫酸铜胁迫, 在盐度12下CuSO4·5H2O浓度梯度设为0、0.1、0.3、0.5 mg·L–1, 盐度24下CuSO4·5H2O浓度梯度设为0、0.5 mg·L–1, 胁迫持续144 h。通过检测两种鳃离子调节酶: Na+/K+-ATP酶(NKA)和V-H+-ATP酶(VHA), 以及3种肝抗氧化活性物质－还原型谷胱甘肽(GSH)、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT), 探究低盐条件下铜离子对银鲳幼鱼上述指标的影响。结果显示, 盐度逐步降低后, NKA与VHA活力呈上升后下降的变化, 之后NKA活力随硫酸铜浓度增加而减弱; VHA活力加入硫酸铜后都出现显著下降, 其中CuSO4·5H2O 0.3 mg·L–1与0.5 mg·L–1组在72 h时下降更为明显; 盐度24硫酸铜组NKA和VHA活力都在24 h时增强而后减弱。GSH含量和SOD活力在盐度降低时出现跃升, CAT活力则呈波动变化, 加入硫酸铜后, 0.3 mg·L–1与0.5 mg·L–1组GSH含量持续下降后显著上升而后回落; 各硫酸铜组SOD活力都出现增强后回落的变化; 0.3 mg·L–1与0.5 mg·L–1组CAT活力在72 h有显著增强。本实验表明, 铜离子对NKA与VHA有抑制作用, 盐度降低时其作用更强; GSH、SOD和CAT的变化能反映低盐度和铜离子对银鲳的伤害程度。银鲳对水体铜离子有一定的抗性, 但在盐度降低等环境变化时, 应当密切注意水体中铜等重金属浓度。
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银鲳(Pampus argenteus)是重要的经济鱼类, 在河口入海处咸淡水混合区域繁殖, 在暖流经过的外海过冬, 具有洄游的习性[1–2]。银鲳在中国各海域均有分布, 其中以东海北部近海的资源量最高, 即吕四和舟山渔场[3–4]。东海北部近海为长江与钱塘江入海口, 海域盐度随河流水量、季节与气候变化而偏低。近年来, 各种工、农业含Cu废水、废渣的不合理排放, 导致长江近岸水域一定程度上受到Cu等重金属污染[5]。另外, 水产养殖生产中, 经常不规范使用硫酸铜等药物进行寄生虫病害防治和清塘灭藻, 也会使养殖水体中Cu离子含量偏高。因此, 研究低盐条件下硫酸铜对银鲳的影响十分必要。

鱼类鳃部富含大量泡膜质子泵(vacuolar type proton pump或V-H+-ATPase或VHA)和Na+/K+- ATP酶(NKA), 两者是硬骨鱼类最重要的渗透压调节酶, 不仅能转运特定的离子, 还能为整个离子转运机制提供能量[6–7]。在鱼类肝中, 还原型谷胱甘肽(GSH)是重要的抗氧化剂, 是体内自由基的清除反应的关键一环, 过氧化氢酶(CAT)是催化过氧化氢分解成氧和水的酶, 能防止代谢产生和超氧化物歧化酶(SOD)转化的过氧化氢对机体造成伤害, 三者在解毒代谢与抗氧化防御中起着重要的作用[8–9]。

本研究通过检测低盐条件下不同硫酸铜浓度环境中银鲳鳃部NKA与VHA活力、肝GSH含量、SOD与CAT活力的变化情况, 旨在为银鲳的资源保护、病害预防、繁殖和养殖技术的探究提供参考。

1  材料与方法

1.1  供试用鱼和环境条件

实验在浙江省舟山市水产研究所朱家尖试验基地进行。供试用鱼为人工条件下培养40日的野捕银鲳幼鱼(60日龄左右), 体质量(4.11±1.19) g, 叉长(6.06±0.60) cm, 在450 L圆形塑料养殖桶中进行实验。实验用水为净化处理的天然海水(盐度24), 与曝气后自来水配置低盐度海水(盐度20、16、12), 水温保持在(26±1)℃。每12 h统计死亡情况, 捞出死鱼, 每日投喂两次, 取样前8 h停喂一次, 不间断充气。

1.2  实验设计与取样

养殖水体盐度为24, 半咸水盐度为12, 在半咸水(盐度12)中加入CuSO4·5H2O (国药, 相对分子质量249.69), 其质量浓度梯度分为0、0.1 mg·L–1、0.3 mg·L–1、0.5 mg·L–1, 即Cu2+(相对分子质量63.55)质量浓度分别为: 0、25.45 μg·L–1、76.35 μg·L-1、127.25 μg·L–1。养殖水(盐度24)CuSO4·5H2O 质量浓度设置分别为0与0.5 mg·L–1。合计共6组。

半咸水组(盐度12组): 实验桶中起始使用天然海水, 实验用鱼先在桶中暂养24 h, 稳定后通过换水调节盐度。每12 h调节4盐度, 每次调节前取一次样(不同桶中随机抽选6条, 分为盐度24、20、16), 第一次调节后24 h达到12盐度。稳定12 h后取样为0 h点(盐度12), 然后加入CuSO4·5H2O, 开始计时。24盐度组在桶中暂养36 h后即可加入硫酸铜开始试验。

每组设3个平行, 实验计时开始的放养密度为每桶(平行)20尾。在计时后24 h(1 d)、72 h(3 d)和144 h(6 d)取样, 每平行每次取2尾, 即每组6尾(n=6), 称量每条鱼的体重和叉长。

取样前用MS222 (200 mg·L–1)将鱼麻醉后, 置于冰盘上解剖, 取出组织用冰冷生理盐水冲洗干净。取鳃丝与肝, 用滤纸吸干, 置于1.5 mL离心管中–80℃保存。鳃丝检测Na+/K+-ATP酶和V-H+-ATP酶活力, 肝检测GSH含量、SOD和CAT活力。

1.3  指标检测

组织处理: 将鳃瓣或肝在匀浆介质(pH 7.4, 0.01 mol/L Tris-HCl, 0.000 1mol/L EDTA-Na2, 0.01 mol/L蔗糖, 0.8%NaCl)中剪碎, 用匀浆机15 000 r/min研磨制成匀浆。用低温离心机4℃下离心5 min, 转速: 鳃为2 500 r/min、肝为3 000 r/min, 取上清液检测指标。

NKA与VHA活力由ATP酶分解ATP生成ADP和无机磷, 采用钼蓝法测定无机磷含量以判断ATP酶活力高低。同时用考马斯亮蓝法测定蛋白含量, 以计算ATP酶比活力, ATP酶活力单位为: μmol(Pi)·mg–1 (protein)·h–1, 酶活实验反应温度为37℃。

VHA活力测定: 参考Huang等(2010)和Zare等(1998)的方法, 略作改变: 在两支1.5 mL离心管中加入847 μL培养液(34.8 mmol·L–1 Hepes, 173.9 mmol·L–1 KCl, 6.95 mmol·L–1 MgCl2, 0.01 mmol·L–1正钒酸钠, pH7.4), 加入组织液前灭菌, 然后加37 μL组织液, 混匀平衡到37℃。分别加入16 μL二甲基亚砜(DMSO)(0.16 μmol·L–1)和16 μL Bafilomycin A1, 培养10 min后加入0.1 mL 30 mmol·L–1 Na2ATP, 混匀反应15 min后, 加入0.15 mL 40%三氯乙酸(TCA)终止反应, 取上清液测定无机磷[4, 10]。

GSH含量、NKA、SOD和CAT活力采用南京建成生物工程研究所试剂盒检测, 按说明书要求操作并计算。GSH含量由二硫代二硝基苯甲酸与巯基化合物反应产生黄色物质, 以比色法测定, 其含量单位为: mg(GSH)·g–1 (protein)。SOD活力按黄嘌呤氧化酶法, 酶活单位定义为每mg组织蛋白在1 mL反应液中超氧自由基抑制率达50%时所对应的SOD量, U·mg–1 (protein)。CAT 活力采用比色法, 酶活单位定义为每mg组织蛋白每秒钟分解1 μmol量的H2O2, U·mg–1 (protein)。SOD和CAT酶活实验反应温度为37℃。

1.4  数据统计与分析

实验结果用SPSS 19.0软件进行统计与分析。运用单因素方差分析, 先进行方差齐性检验, 不满足方差齐性时, 对数据进行自然对数或平方根转换, 然后采用Duncan’s检验进行多重比较, P<0.05为有显著性差异, 数据以平均值±标准差(
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±SD)表示。用Excel 2007绘制图表。

2  结果与分析

2.1  银鲳幼鱼鳃Na+/K+-ATP酶活力变化

盐度逐步降低及不同硫酸铜浓度环境下, 银鲳幼鱼鳃Na+/K+-ATP酶(NKA)活力变化情况如图1所示。盐度从24逐步降低到12, NKA活力呈上升后下降的变化, 盐度24与其他盐度存在显著差异(P<0.05)。盐度12硫酸铜胁迫实验组NKA 活力都有所下降, 其中0 mg·L–1硫酸铜组NKA活力下降较少, 属于低盐度适应后恢复; 随着硫酸铜浓度增高NKA活力下降更明显, 24 h时硫酸铜0和0.1 mg·L–1组显著高于0.3 mg·L–1和0.5 mg·L–1组(P<0.05); 72 h时0 mg·L–1组显著高于0.1 mg·L–1组, 而0.1 mg·L–1又显著高于0.3 mg·L–1与0.5 mg·L–1组(P<0.05); 144 h时仅0 mg·L–1组显著高于0.3 mg·L–1与0.5 mg·L–1组(P<0.05)。在盐度24下, 0.5 mg·L–1硫酸铜组NKA活力在24 h出现显著增强, 之后显著减弱, 在72 h和144 h时显著低于对照组和低盐度0 mg·L–1组(P<0.05), 而与低盐度0.3 mg·L–1和0.5 mg·L–1组差异不显著(P>0.05)。
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图1  低盐度与硫酸铜对银鲳幼鱼鳃Na+/K+-ATP酶活力(37℃)的影响

不同大写字母表示相同实验组中存在显著差异(P<0.05), 不同小写字母表示同一时间不同实验组中存在显著差异(P<0.05). 

Fig.1  The effects of low salinity and CuSO4on the gill NKA activities (37℃) of juvenile silver pomfret

Different uppercase letters indicate significant difference from each other in the same experimental group (P< 0.05). Different lowercase letters indicate significant difference from each other in the same time (P< 0.05).
2.2  银鲳幼鱼鳃V-H+-ATP酶活力变化

银鲳幼鱼鳃V-H+-ATP酶(VHA)活力在盐度降低以及不同硫酸铜浓度环境下的变化情况见图2。在盐度从24逐步降低到12的过程中, VHA活力逐渐增强, 盐度24、20和16间存在显著差异(P<0.05), 盐度12时VHA活力有所回落但与盐度16差异不显著(P>0.05)。低盐度条件下, 加入硫酸铜后, VHA活力在24 h时都出现显著下降, 之后的变化趋势随硫酸铜浓度而出现不同情况, 0 mg·L–1浓度下VHA活力随时间推移而呈波动恢复, 24 h与144 h显著低于0 h (P<0.05); 0.1 mg·L–1与0 mg·L–1组浓度变化趋势类似, 但0.1 mg·L–1组VHA活力下降幅度更大, 0 h显著高于其他时间点(P<0.05); 0.3 mg·L–1与0.5 mg·L–1组的变化
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图2  低盐度与硫酸铜对银鲳幼鱼鳃V-H+-ATP酶活力(37℃)的影响

不同大写字母表示相同实验组中存在显著差异(P<0.05), 不同小写字母表示同一时间不同实验组中存在显著差异(P<0.05).

Fig.2  The effects of low salinity and CuSO4on the gill VHA activities (37℃)of juvenile silver pomfret

Different uppercase letters indicate significant difference from each other in the same experimental group (P< 0.05). Different lowercase letters indicate significant difference from each other in the same time (P< 0.05).

趋势相似, 在72 h时出现显著下降, 且显著低于0和0.1 mg·L–1组(P<0.05); 144 h时, 0.3 mg·L–1和0.5 mg·L–1组有所回升, 与其他组差异不显著(P>0.05)。盐度240.5 mg·L–1硫酸铜浓度下, VHA活力在24 h显著升高, 而后逐步降低, 144 h为实验最低值。
2.3  银鲳幼鱼肝还原型谷胱甘肽含量变化

盐度逐步降低及不同硫酸铜浓度环境下, 银鲳幼鱼肝还原型谷胱甘肽(GSH)含量变化如图3所示。盐度从24逐步降低到12时, 肝GSH含量在20盐度时出现显著跃升(P<0.05), 而后降低。12盐度硫酸铜胁迫开始后, 24 h时0和0.1 mg·L–1组GSH含量有所上升, 而0.3 mg·L–1和0.5 mg·L–1组含量持续下降, 其中0.3 mg·L–1组显著低于其他组(P<0.05); 72 h时0.3 mg·L–1和0.5 mg·L–1组GSH含量出现显著跃升, 两者显著高于其他组
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图3  低盐度与硫酸铜对银鲳幼鱼肝还原型谷胱甘肽含量(37℃)的影响

不同大写字母表示相同实验组中存在显著差异(P<0.05), 不同小写字母表示同一时间不同实验组中存在显著差异(P<0.05).

Fig.3  The effects of low salinity and CuSO4 on the liver GSH content (37℃) of juvenile silver pomfret

Different uppercase letters indicate significant difference from each other in the same experimental group (P< 0.05). Different lowercase letters indicate significant difference from each other in the same time (P< 0.05).
(P<0.05); 144 h时0和0.1 mg·L–1组GSH含量显著上升, 并显著高于除24盐度0.5 mg·L–1组外的其他组。盐度240.5 mg·L–1组GSH含量随时间呈波动变化。
2.4  银鲳幼鱼肝SOD活力变化

银鲳幼鱼肝SOD活力随盐度逐步降低以及在不同硫酸铜浓度环境下的变化情况参见图4。盐度从24逐步降低至12的过程中, SOD活力在盐度20时显著增强(P<0.05), 随后恢复。加入硫酸铜后, 盐度120 mg·L–1组SOD活力波动变化, 硫酸铜组都呈上升后下降变化, 0.1 mg·L–1和0.5 mg·L–1组SOD活力在24 h时显著增强, 并显著高于其他组(P<0.05); 72 h时0.3 mg·L–1组SOD活力有显著跃升, 与除0.5 mg·L–1组外的其他组差异显著(P<0.05)。盐度24硫酸铜0.5 mg·L–1组SOD活力在144 h时显著强于其他组(P<0.05)。
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图4  低盐度与硫酸铜对银鲳幼鱼肝SOD活力(37℃)的影响

每mg组织蛋白在1 mL反应液中超氧自由基抑制率达50%时所对应的SOD量(37℃)为1个SOD单位. 不同大写字母表示相同实验组中存在显著差异(P<0.05), 不同小写字母表示同一时间不同实验组中存在显著差异(P<0.05).

Fig.4  The effects of low salinity and CuSO4 on the liver SOD activities (37℃)of juvenile silver pomfret

The unit of SOD activity: The SOD quantity of 1 mg protein needed to decrease the reference rate to 50% of maximum inhibition in 1 mL reactionary solution, 37℃. Different uppercase letters indicate significant difference from each other in the same experimental group
(P<0.05). Different lowercase letters indicate significant difference from each other in the same time (P<0.05).
2.5  银鲳幼鱼肝CAT活力变化

盐度逐步降低及不同硫酸铜浓度环境下, 银鲳幼鱼肝CAT活力变化情况如图5所示。从盐度24逐步降低至12的过程中, 肝CAT活力呈波动上升变化, 盐度12点显著高于盐度24和盐度16点。盐度12硫酸铜实验开始后, 0与0.1 mg·L–1组变化情况相似, 依然保持波动幅度较小的变化, 但0.1 mg·L–1组CAT活力在144 h时显著增强(P<0.05); 0.3 mg·L–1和0.5 mg·L–1组CAT活力在24 h出现回落, 与盐度24对照组差异不显著(P>0.05), 在72 h时又出现跃升, 并显著高于其他组(P<0.05)。24盐度0.5 mg·L–1组在加入硫酸铜后CAT活力有所增强, 而后逐渐恢复, 24 h点显著高于初始值和144 h点(P<0.05)。
3  讨论

铜离子是水中离子的重要组成部分, 在鱼体内作为维持细胞结构的必需元素以及一些酶的辅助因子, 并可抑制鳃部细菌和寄生虫生长[11–12]。然而, 过量的铜离子会破坏细胞蛋白结构, 干扰机体离子调节, 破坏体内酸碱平衡, 从而对鱼体产生毒性作用, 当环境盐度改变时, 其影响则更为剧烈[13–14]。
3.1  低盐度及硫酸铜对鳃离子调节酶活力的影响
NKA与VHA是作为重要的离子调节酶, 对
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图5  低盐度与硫酸铜对银鲳幼鱼肝CAT活力(37℃)的影响

CAT活力单位[U·mg–1 (prot)]: 每毫克组织蛋白每秒钟分解1μmol量的H2O2, (37℃). 不同大写字母表示相同实验组中存在显著差异(P<0.05), 不同小写字母表示同一时间不同实验组中存在显著差异(P<0.05).

Fig.5  The effects of low salinity and CuSO4 on the liver CAT activities (37℃)of juvenile silver pomfret

The unit of CAT activity[U·mg–1 (prot)]: 1 mg protein resolves 1μmol H2O2 per second, 37℃. Different uppercase letters indicate significant difference from each other in the same experimental group (P<0.05). Different lowercase letters indicate significant 
difference from each other in the same time (P<0.05).

硬骨鱼类适应不同盐度环境具有关键作用[15–16]。尹飞等[8]研究显示, 在20、15低盐度胁迫下银鲳幼鱼鳃NKA酶活力有明显的先上升后恢复趋势。尖吻鲈(Lates calcarifer)淡水适应时VHA蛋白表达显著高于海水, 且淡水中H+转运效率最高[17]。本实验中, 当盐度从24向12逐步降低, NKA与VHA活力都出现了显著增强, 与上述情况类似, 说明低盐度适应时, NKA与VHA会增强活力以维持体内外渗透压及离子流的平衡。

水中的铜离子能够通过某种机制抑制鳃中NKA, 如镶嵌转运亚基的基团或竞争性抑制离子通道, 从而导致体内离子组分的失衡[18]。水体400 μg/L Cu2+能使细鳞肥脂鲤(Piaractus mesopotamicus)和尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)鳃NKA活力显著降低[12,19]。而20 μg/L Cu2+就能使虹鳟(Oncorhynchus mykiss)鳃NKA活力在10 d内降低6倍, 鲤 (Cyprinus carpio)和银鲫(Carassius auratus gibelio)则要在50 μg/L Cu2+下才能显著降低其鳃NKA活力[13,18]。120 μg/L Cu2+能使淡水中底鳉(Fundulus heteroclitus)鳃NKA活力显著降低, 而对海水中底鳉鳃NKA活力影响不显著[14]。本实验硫酸铜对银鲳幼鱼鳃NKA的抑制情况见图6A。实验中, 低盐度(12)时NKA活力随硫酸铜浓度增加而减弱, 而24盐度0.5 mg·L–1硫酸铜组NKA活力在24 h时跃升后, 陡然降低并显著低于对照组; 相对于盐度24, 低盐度0.5 mg·L–1与0 mg·L–1硫酸铜组差距更为明显, 144 h时0 mg·L–1组NKA活力是0.5 mg·L–1组的1.57倍。说明水中铜离子达到一定浓度后会对银鲳幼鱼鳃NKA产生抑制作用, 在盐度降低时其效果更为显著。

VHA参与鱼类鳃部的Na+、H+以及酸碱平衡的调节并提供能量, 水中铜离子可能通过抑制Na+、Cl−、HCO3−的交换而影响VHA的功能[14, 20]。在虹鳟鳃mitochondria-rich细胞Na+吸收作用的抑制实验中, VHA特异性抑制剂Bafilomycin A1和Cu2+都能显著抑制Na+吸收率[21]。20 μg/L Cu2+能使淡水与海水中培养的胎花鳉(Poecilia vivipara)鳃VHA活力都显著降低而后跃升, 且淡水胎花鳉VHA活力变化幅度更大, 但两者的抑制作用都不显著[22]。本实验硫酸铜对银鲳幼鱼鳃VHA的抑制情况参见图6B。低盐度(12)硫酸铜实验中, VHA活力仅0.3 mg·L-1与0.5 mg·L–1组在72 h时出现显著抑制, 而24盐度0.5 mg·L–1硫酸铜VHA活力先增高而后降低, 144 h时各硫酸铜组的抑制率差距不明显。可见铜离子对VHA作用机制要比NKA更为复杂, 铜离子可能是通过干扰鳃部离子交换, 如Na+的吸收, 进而影响VHA, 可能包括刺激和抑制等不同过程。另外, 由于高、低渗透压调节机制的不同, 铜离子在低盐水体中对NKA与VHA的抑制作用更强。
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图6  硫酸铜对银鲳幼鱼鳃NKA与VHA活力的抑制

图中各点表示不同硫酸铜浓度组与对应盐度0 mg·L–1组NKA(A)或VHA(B)活力比值.

Fig.6  The inhibition of CuSO4 on gill NKA and VHA activities of juvenile silver pomfret

The points of fig.6 represent ratio of NKA (A) or VHA (B) in different CuSO4 groups to 0 mg·L–1 CuSO4 groups.

3.2  低盐度及硫酸铜对肝抗氧化系统的影响
GSH、SOD和CAT是鱼类肝中抗氧化系统重要的组成部分。GSH参与物质代谢和转运, 能与有害物质结合, 降低其毒性, 对各种外源(如重金属)和内源性的物质(如活性氧)对细胞的损害都有保护作用[23]。本实验中, 盐度降低时, GSH含量陡然上升, 而后显著降低, 在低浓度硫酸铜条件下, GSH含量平稳后, 再显著增高; 而0.3 mg·L–1与0.5 mg·L–1硫酸铜环境下GSH含量则出现显著的降低升高波动。正常环境下肝内GSH和氧化型谷胱甘肽(GSSG)呈动态平衡, 其中GSH为主要形态[9,23]。当盐度降低及硫酸铜浓度增高迫使鱼体消耗更多GSH, 破坏氧化还原平衡, 因此GSH含量在上升后显著降低, 外界刺激越强则需要调动更多物质储备以生产GSH, 而这个过程不可能长时间持续。

SOD与CAT能有效清除体内的超氧阴离子自由基(O2−)、游离氧(O)、羟自由基(−OH)和H2O2等活性氧物质[24]。低浓度Cu2+能使中华鲟(Aci​pe​nser sinensis)和花鲈(Lateolabrax maculatus)肝SOD与CAT活力增强而后降低, 而高浓度Cu2+则能直接抑制SOD和CAT活力[25–26]。本实验中, 盐度降低以及硫酸铜浓度增加时, SOD活力呈上升后下降, CAT活力出现波动变化。说明在盐度下降以及铜等重金属离子等条件胁迫下, 银鲳幼鱼可通过增强SOD与CAT活力清除代谢积累的氧化自由基, 但当胁迫过于强烈, 过量氧化自由基得不到及时清除, 最终会对鱼体造成损伤。

由于本实验有3次取样, 所以银鲳幼鱼死亡率以非取样死亡率表示, 其总死亡率为22.8%, 各组死亡差异情况详见表1, 结果显示, 仅盐度12硫酸铜0.3 mg·L–1与0.5 mg·L–1组与对照有显著差异。根据离子调节酶、抗氧化系统以及死亡情况判断银鲳幼鱼能够适应盐度12或硫酸铜
表1  银鲳幼鱼144 h非取样死亡率

Tab. 1  Mortality of juvenile silver pomfret in 144 h 
excluding sample

  %; n=6;
[image: image8.wmf]x

±SD

	CuSO4/(mg·L–1)
	盐度 salinity

	
	12
	24

	0
	15.0±8.7c
	16.7±2.9c

	0.1
	16.7±5.8c
	—

	0.3
	30.0±5.0ab
	—

	0.5
	36.7±2.9a
	21.7±5.8bc


注: 非取样死亡率表示: 每桶死亡数/总数×100%, 其中死亡数不包括取样数. 不同小写字母表示存在显著差异(P<0.05).

Note: Different lowercase letters indicate significant difference from each other (P< 0.05).
0.5 mg·L–1水平, 但在低盐度水体中加入0.3 mg·L–1硫酸铜会对银鲳幼鱼的存活造成影响。
本实验表明, 可以在河口等低盐度海域开展银鲳养殖, 银鲳对硫酸铜有一定的抗性, 但在盐度降低等环境变化时, 应当密切注意水体中铜等重金属浓度。离子调节酶NKA和VHA, 以及抗氧化指标GSH、SOD和CAT的变化情况可以作为银鲳养殖评价的参考依据。
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The effects of low salinity and different CuSO4 concentrations on gill ion-regulatory enzyme activities and liver antioxidant function in silver pomfret
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Abstract: The salinity will fall depending on the climate in the experimental aquaculture areas of silver pomfret (Pampus argenteus). And these ares were polluted to a certain extent by some heavy metal such as copper. Therefore, it is necessary to investigate the effect of different CuSO4 concentrations on silver pomfret in low salinity sea. This study investigated the effects of low salinity on juvenile silver pomfret firstly. We decreased salinity from 24 to 12 by three steps, the salinity change of every step was 4. When fish was in a stable condition, they were exposed to copper. The water CuSO4·5H2O concentrations was set to 0, 0.1, 0.3, 0.5 mg·L–1 in salinity 12, or 0, 0.5 mg·L–1 in salinity 24. The copper expose was sustained for 144h. Then two kinds of ion-regulatory enzyme activities in gill: Na+/K+-ATPase (NKA) and V-H+-ATPase (VHA) activities, three kinds of antioxidants in liver: glutathione (GSH) contents, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities of silver pomfret were tested in order to reveal the the effect of water copper on those index of silver pomfret in low salinity sea. In this study, NKA and VHA activities rose then decreased during the salinity decline. After CuSO4 added into water, NKA activities decreased with the increase of CuSO4 concentration. VHA activities decreased significantly after CuSO4 added, especially, the 0.3 and 0.5 mg·L–1 groups at 72 h. The activities of NKA and VHA in 0.5 mg·L–1 group at salinity 24 increased at 24th hour and then decreased. GSH contents and SOD activity increased significantly through the salinity decline. Meanwhile, CAT activity fluctuated. After CuSO4 added into water, GSH contents of 0.3 and 0.5 mg·L–1 groups decreased firstly, then increased significantly at 72 h. SOD activities of each CuSO4 group increased firstly then returned. CAT activities of 0.3 and 0.5 mg·L–1 increased significantly at 72 h. This study suggested that water copper affected silver pomfret with inhibition of NKA and VHA, especially, in low salinity. The change of GSH, SOD and CAT can reflect the damage of low salinity and CuSO4 on silver pomfret. The resistibility of silver pomfret to water copper is between a certain range, but we should pay attention to the concentrations of heavy metal such as copper in water when the water environment has changed, for example, salinity had fallen.
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