
摘 要：利用固定波长荧光分光光度法（Fixed-wavelength fluorescence，简称 FF法）研究了苯并（a）芘暴露下罗非鱼胆汁代谢物的动
态变化。在试验中首先优化了 FF法测定罗非鱼胆汁代谢物的稀释倍数，将罗非鱼胆汁分别稀释 1000、2000、4000、8000倍，在激发/
散发波长 380 nm/430 nm测定荧光强度。结果显示 2000倍左右的稀释较为合理，结合其他研究，试验最终采用 1600倍的稀释倍
数。在此基础上利用优化后的 FF法研究了不同浓度的 BaP（0.1、1、10、50 滋g·L-1）暴露下罗非鱼胆汁代谢物的动态变化。结果显示：
0.1 滋g·L-1浓度组的 BaP代谢物随时间变化无明显波动，与对照组无显著差异（P>0.05）；其他 3个剂量组从 2 h起就与对照组差异
显著（P<0.05），3个试验组均呈现先上升后下降的趋势。胆汁中 BaP代谢物随浓度升高不断升高，呈现明显的剂量-效应关系，表明
鱼体内胆汁代谢物可用来反映周围水环境中 BaP的污染情况。这为将 FF法应用于环境中 BaP的生物监测，使胆汁代谢物成为
BaP环境监测的有效生物标志物提供了理论依据。
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Abstract：Biomarker plays an important role in environmental pollution monitoring. Here dynamics of benzo（a）pyrene（BaP）metabolites in
tilapia bile were monitored under artificial exposure using fixed-wavelength fluorescence method（FF）. Dilution rate of tilapia bile for the FF
method was first developed by diluting bile at 1颐1000, 1颐2000, 1颐4000, and 1颐8000 and setting excitation/emission wavelength of spectrofluo原
rophotometer at 380 nm/430 nm. Dilution rate at 2000-fold was found to be reasonable. Combined with other studies, 1600-fold dilution
was selected in the present experiment to examine the dose and time effects on dynamics of BaP metabolites in bile（0.1 滋g·L-1, 1 滋g·L-1,
10 滋g·L-1 and 50 滋g·L-1）. At 0.1 滋g BaP·L-1, BaP metabolites neither showed obvious fluctuation nor had significantly differences from the
control group（P>0.05）. However, significant differences were observed between BaP metabolites at the other three doses and the control, be原
ginning from 2 h（P<0.05）. The fluorescence intensity showed“rise then fall”trend at concentrations of 1 滋g·L-1, 10 滋g·L-1, and 50 滋g·L-1.
The metabolites of BaP in bile had a significant dose-response relationship. These results demonstrate that BaP dynamics in tilapia bile are
certainly sensitive biomarkers to assess fish exposure to BaP and FF method can be widely used in the environment monitoring.
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多 环 芳 烃 （Polycyclic aromatic hydrocarbons，

PAHs）是指由 2个或 2个以上苯环以稠环方式相连
的化合物，具有致癌、致突变作用[1]，可通过工业废水
的排放、大气沉降、表面径流、土壤浸析等方式进入水

环境[2]。PAHs主要在鱼类肝脏中经由多功能氧化酶
（如细胞色素 P450）催化的玉相反应和由谷胱甘肽转
移酶（Glutathione S-tranferase，GST）等酶催化的域相
反应后，其代谢产物储存在胆囊的胆汁中，胆汁在鱼

类进食后被排入肠道，由于肠道内特殊的 pH环境，
多环芳烃代谢物水解为更加疏水的物质，从而被肠道

再次吸收，并通过门静脉直接运输到肝脏，至此肝肠

循环形成[3]。多环芳烃代谢物由于肝肠循环作用可在
鱼类胆囊内停留较长时间，因此胆汁中多环芳烃代谢

物成为多环芳烃监测中广泛使用的生物标志物。苯并

（a）芘[Benzo（a）pyrene，简称 BaP]是一种含有 5 个苯
环的多环芳烃，随着我国工业化和城市化的发展，越

来越多的苯并（a）芘进入水体中，部分水体苯并（a）芘
污染严重，已经引起广泛重视[7-8]，水环境中苯并（a）芘
的监测也成为人们普遍关注的问题。

芳烃类物质的荧光特性使得利用固定波长荧光

分光光度法（Fixed wavelength fluorescence，简称 FF
法）测定胆汁中的 PAHs代谢物成为可能[4]。该方法由
Lin 等[5]首先提出并加以完善，与传统的 HPLC-F 法
相比，FF法具有速度快、成本低等优点，并且两个方
法所测结果之间的相关性很好，得到的均值也相似。

此法作为一种半定量的检测方法，可成为环境评估终

点常规检测方法，也可作为鱼类 PAHs生物监测的生
物标志物之一[5-6]。

本研究通过生态毒理学试验，利用 FF法研究罗
非鱼暴露苯并（a）芘后胆汁中 BaP代谢物随暴露时间
和暴露浓度的变化，为 BaP在罗非鱼体内转化机制
及 FF法在 BaP环境监测中的应用提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器
试验所用的试剂有苯并（a）芘（纯度逸96%），购

自 Sigma-Aldrich公司；甲醇（色谱级），购自上海科丰
化学试剂有限公司。试验所用到的仪器主要有荧光分

光光度计（型号 Varian Cary Eclipse）。
1.2 试验鱼类及喂养条件

试验鱼类为罗非鱼（GIFT Oreochromis niloticus），
购自中国水产科学研究院淡水渔业研究中心宜兴养

殖基地，体长为（14.05依1.25）cm，体重为（46.3依3.2）g。

罗非鱼在实验室暂养两周以上，暂养期间，每日定时、

定量投喂商品化饲料。在正式试验开始前一周，停止

喂食，选取规格一致、健康活泼的鱼类进行试验。

试验用水为曝气一周的自来水，水温（24依1）益，
pH 6.85~7.05，总硬度为 7.85~ 8.10（德国度），水质溶
解氧保持在 5 mg·L -1 以上，COD 含量为 2.25~2.45
mg·L-1。水中含有 Fe 0.05 mg·L-1、Zn 0.02 mg·L-1，Pb、
Cu和 Cd均未检出，符合渔业水质标准（GB 11607—
1989）。
1.3 染毒方案

BaP先用丙酮按 1颐1（mg：cm3）比例配成储备液，
避光保存。4个浓度组分别为 0.1、1、10、50 滋g·L-1，同
时设置空白对照组及丙酮溶剂对照组，每组设两个平

行。试验进行 14 d，每日换水 1/2，并将 BaP浓度组及
丙酮对照组补充至原浓度，各浓度处理组及对照组分

别在染毒后的 2 h、6 h、12 h、48 h、4 d、7 d、14 d 采集
鱼的胆汁，每次每个浓度组取鱼 5条。
1.4 FF法测定胆汁中 BaP代谢物
1.4.1 FF法的建立

选择未经暴露的 15 尾罗非鱼，分别用 50%的
甲醇将其胆汁稀释 1000、2000、4000、8000倍，将荧
光分光光度计的激发波长/散发波长设置为 380 nm/
430 nm，用来检测胆汁代谢物中五环 PAH代谢物（BaP
为五环的多环芳烃）的荧光强度 [5]，并计算荧光比率
（Fluorescence ratio，FR），以稀释 2000 倍为例。若荧
光比率为 1，则可假定没有内滤效应的影响。

FR2000= FF2000伊2FF1000
1.4.2 FF法测定胆汁代谢物

调整荧光分光光度计激发波长/散发波长为 380
nm/430 nm。50%的甲醇将胆汁样品稀释 1600倍后用
荧光分光光度计进行检测。

1.5 统计分析
数据以平均值依标准差的形式表示，变异系数=标

准差/平均值。数据统计分析用 SPSS 13.0。显著性水平
取 琢=0.05。
2 结果

2.1 FF法的优化
图 1、图 2分别为不同稀释倍数的荧光比率及 4

个稀释倍数中荧光强度的变异系数。FR2000、FR4000、
FR8000分别为 0.993、0.989及 1.102，与 1相比没有显
著性差异（P>0.05）；变异系数分别为0.37、0.34、0.40
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图 3 罗非鱼胆汁中 BaP代谢物的荧光强度随时间的变化
Figure 3 Time-responses of FF380/430 levels of BaP metabolites in tilapia bile exposed to benzo（a）pyrene

及 0.45。随稀释倍数增大，荧光比率和荧光强度的变
异系数均增加。综合荧光比率和变异系数这两方面的

因素，胆汁的稀释倍数不宜超过 2000倍。

2.2 罗非鱼胆汁 BaP代谢物荧光强度与 BaP暴露浓度
的时间-效应及剂量-效应关系

图 3为 4个浓度组罗非鱼胆汁中 BaP代谢物随
时间的变化。对照组、丙酮对照组及 0.1 滋g·L-1浓度
组胆汁中 BaP代谢物的荧光强度随暴露时间的延长
没有明显波动。其他 3个剂量组则在 2 h起就与对照
组差异显著（P<0.05），这 3个浓度组均呈现先上升后
下降的趋势，但各组开始下降的时间不同。50 滋g·L-1

组在 48 h后开始下降，而 1、10 滋g·L-1组并未出现一
个明显的峰值，也分别在 7 d和 4 d后下降。50 滋g·L-1

浓度组上升和下降的速度最快，1 滋g·L-1浓度组上升
和下降速度较为缓慢。

胆汁中 BaP代谢物的荧光强度随暴露浓度的增加
而增加，且在各个采样时间均具有显著相关性。表 1为
在各采样时间 BaP代谢物与暴露浓度的相关系数。
3 讨论

3.1 内滤效应
使用 FF 检测胆汁中 PAHs 代谢物有其限制因

图 1 不同稀释倍数的荧光比率
Figure 1 Fluorescence ratios at different dilution rates
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图 2 不同稀释倍数的变异系数
Figure 2 Variation at different dilution rates
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表 1 胆汁中 BaP代谢物荧光强度与暴露浓度的相关系数
Table 1 Correlation coefficients of fluorescence intensity of BaP

metabolites with exposure concentrations
采样时间 2 h 6 h 12 h 48 h 4 d 7 d 14 d
相关系数 0.495* 0.797* 0.827* 0.952* 0.920* 0.950* 0.941*
注：*表示在 0.05水平下显著相关。

*表示与对照组在 P<0.05水平上差异显著
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素，内滤效应是其中之一。所谓内滤效应是指在浓度

较高的胆汁中，一些物质对激发光或者散发光的吸收

而造成荧光信号的降低[9]。Aas等[10]对鳕鱼胆汁进行不
同浓度的稀释后用 FF法检测以研究胆汁浓度和荧
光强度之间的关系，结果显示浓度最高的胆汁样品内

滤效应最大，且荧光强度曲线的线性部分在 1000~
2000倍之间。虽然高稀释倍数可降低内滤效应的影
响，但稀释倍数过高反而会增加试验结果的变异系

数，影响检测的灵敏度[11]。综合这两方面的因素，本试
验采用 1600倍的稀释倍数。

此外，胆汁浓度与试验动物的品种、喂养条件等

有很大关系。Brumley等[12]以 Sand flathead为试验动
物，研究不同喂食条件下胆汁中 2-氯丁香醛代谢物
2-CB-OH的变化，结果发现喂食条件对胆汁中 2-
CB-OH的浓度影响很大。本试验在鱼类禁食状态下
完成，并未考虑喂食条件这一因素对 BaP在胆汁中
代谢的影响，因此喂食与否对胆汁中 BaP的代谢产
生何种影响不得而知，但从试验结果可以看出，BaP
的代谢具有明显的时间、剂量与效应之间的关系。因

此，将胆汁代谢物应用到实际的环境生物监测中具有

可行性，但喂食条件与胆汁代谢物在实际的环境监测

中的应用结合还有待研究。

3.2 胆汁中 BaP代谢物与 BaP暴露的时间-效应和剂
量-效应关系

剂量-效应关系是 FF 法应用于环境监测的前
提。数据显示 BaP代谢物与 BaP浓度之间存在很好
的剂量-效应关系。本试验结果显示 0.1 滋g·L-1浓度
组 BaP代谢物试验期间无明显波动，并与对照组无
显著差异，说明低剂量的 BaP可能并不引起机体的
生化反应。1、10、50 滋g·L-1这 3个浓度组在时间上均
表现出先升高后降低的趋势，可能是因为在暴露的前

期，鱼体内的代谢酶不断被诱导，BaP代谢产物生成
较快，而到了暴露后期，代谢酶不再被诱导，胆囊内的

BaP代谢产物排出量大于其生成量。但不同暴露浓度
下 BaP代谢物开始下降的时间不同，1 滋g·L-1浓度组
在第 7 d 后开始下降，50 滋g·L-1组则在第 48 h后开
始下降，10 滋g·L-1无明显峰值出现，但参考其 48 h和
4 d的荧光强度推断其峰值可能出现在这两个时间段
之间。Gravato等[13]对海鲈的研究显示在 0.1 滋mol·L-1

的BaP暴露下，胆汁中 BaP代谢产物从 4 h 开始上
升，到 16 h 后开始下降；Aas 等 [10]用 0.2 mg·kg -1 的
BaP对大西洋鳕鱼染毒，结果显示 BaP代谢物在试验
第 3 d开始下降；穆景利等[14]的研究结果表明，在 0.5、

1、2、5 滋g·L-1 4个 BaP浓度组黑鲷胆汁中 3-OH BaP
均在第 7 d后开始下降。但是在 Beyer等[15]的试验中，
BaP代谢产物则在 16 d的时间里并没有下降，而处
于一直上升的状态，Aas等[16]也有过类似结果。这意味
着胆汁中 PAHs代谢物变化虽然存在很好的剂量-效
应关系，但这种关系的具体表现形式可能因试验动物

的种类、染毒剂量、染毒方式等的不同而存在差异。

4 结论

与其他分析方法相比，利用固定波长荧光分光光

度法研究苯并（a）芘暴露下罗非鱼胆汁代谢物的动态
变化，仪器操作简单，所用时间较短，是一种有效、快

速的多环芳烃含量的生物监测方法。

BaP暴露下，罗非鱼胆汁中 BaP代谢物水平在暴
露短期内明显上升，但随着暴露时间的延长，BaP代
谢物水平逐渐回落。在本试验观察的时间和浓度范围

内，胆汁中 BaP代谢物与暴露浓度和暴露时间之间
存在一定的剂量-效应和时间-效应关系。
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