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摘 要：测定了暴露在２５％ ＥＣＳｐｏｒｔａｋ水溶液中的湘云鲫肝脏中的 ＳＯＤ酶、ＣＡＴ酶活性的变化。结果表明，随 Ｓｐｏｒｔａｋ
处理浓度和时间的不同，ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活性变化比较明显，在同一浓度（１．５ｍｇ·Ｌ－１）不同时间（８、２４、４８、７２、９６ｈ）的处
理中，ＳＯＤ酶、ＣＡＴ酶的活性是先降低后升高，抑制率是先升高后降低；在同一时间（９６ｈ）不同浓度（０、０．６、０．９、１．２、１．５
ｍｇ·Ｌ－１）处理组里，ＳＯＤ、ＣＡＴ酶随处理浓度的升高，活性降低，抑制率随浓度的升高而升高，ＳＯＤ的ＩＣ５０＝２．０ｍｇ·Ｌ－１，

ＣＡＴ的 ＩＣ５０＝１．７ｍｇ·Ｌ－１。
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水环境。

对农药在水体中的迁移、转化、分布、富积和降解

等已有较多研究。杉浦桂等对化学物质在湖水中的迁

移转化过程进行了模式测定并建立了理论模型 犤１－４犦。

在江河中，鱼类是水生生态系统中较高的营养层，它

的变化是众多低营养层生物活性变化的综合反映。生

态系统的应激反应可以通过营养物循环、优势种的种

群规模、物种多样性的变化以及优势种的更替等方面

反映出来。徐镜波、戴家银、王晓容等就有机污染物、

重金属、稀土对鱼类等水生生物组织酶活性变化进行

了研究，但在农药方面研究得较少犤５－９犦。Ｓｐｏｒｔａｋ牗商品
名：ｐｒｏｃｈｌｏｒａｚ牘作为一种咪唑类广谱性杀菌剂，在国

内外广泛应用于防治水稻恶苗病、水果的保鲜剂、谷

类作物的眼点病、叶斑病和白粉病等。Ｓｐｏｒｔａｋ属新近
引进的农药 牗国内２５％ＥＣＳｐｏｒｔａｋ登记号为ＬＳ９３０２２牘，
有关Ｓｐｏｒｔａｋ的毒理学研究国内尚未见报道，所以了
解它的水生生态毒理特性，特别是对鱼的毒性，具有

重要意义。湘云鲫牗Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ牘是中国工程院院
士刘筠利用现代生物技术培育出来的新品种，目前已

在全国得到大面积的推广，广泛应用于稻－鱼等生态
农业模式。湘云鲫既是水生生态系统的重要成员，对

水质的净化和维护起着重要的作用，又是人们非常喜

爱食用的经济鱼类。本试验以湘云鲫作为研究对象，

就农药对湘云鲫肝脏ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活性进行了研究，
为细胞分子水平的毒性机制探讨和农药的安全合理

使用提供科学依据。

Ｓｐｏｒｔａｋ对湘云鲫肝脏ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活性
的影响及其机制研究
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１３０ ２００２年４月彭晓春等牶Ｓｐｏｒｔａｋ对湘云鲫肝脏ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活性影响及其机制研究

１ 试验方法

１．１试剂与材料
１．１．１测定ＣＡＴ部分

磷酸盐缓冲液Ｉ（Ｃ＝６．７×１０－２ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝
７．０）：用重蒸馏水溶解 ３．５２２ｇＫＨ２ＰＯ４和 ７．２６８ｇ
Ｎａ２ＨＰＯ４·２Ｈ２Ｏ，定容至１０００ｍＬ；Ｈ２Ｏ２—磷酸盐缓冲
液Ⅱ：用磷酸盐缓冲液Ⅰ稀释０．１６ｍＬＨ２Ｏ２（３０％，Ｗ／
Ｖ）至１００ｍＬ，该溶液在２４０ｎｍ处，１ｃｍ比色皿下测
定的吸光度应为０．５００左右；将磷酸盐缓冲液Ⅰ稀释
１０倍，配成 Ｃ＝６．７×１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸盐缓冲液
Ⅲ；牛血清蛋白１０００μｇ·ｍＬ－１：称取１００．００ｍｇ溶于
１００ｍＬ蒸馏水中；考马斯亮兰 Ｇ－２５０溶液：称取
１００．００ｍｇ考马斯亮兰 Ｇ－２５０溶于５０ｍＬ９０％的乙
醇中，加入８５％（Ｗ／Ｖ）的磷酸１００ｍＬ，最后用蒸馏
水定容至１０００ｍＬ。

７５２分光光度计、研钵、离心机、计时表、石英比
色皿等。

１．１．２测定ＳＯＤ部分
磷酸盐缓冲液 （Ｃ＝０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝７．８）：

１４．３３ｇＮａ２ＨＰＯ４．１２Ｈ２Ｏ与１０．５６ｇＮａＨ２ＰＯ４．２Ｈ２Ｏ用
蒸馏水定容至１０００ｍＬ；ＮＢＴ溶液（１８９μｍｏｌ·Ｌ－１）：
０．０１６ｇＮＢＴ用磷酸盐缓冲液 （ｐＨ＝７．８）定容至１００
ｍＬ；甲硫氨酸（３９ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：１．４５ｇ甲硫氨酸（Ｍｅｔ）
用磷酸盐缓冲液 （ｐＨ＝７．８）定容至２５０ｍＬ；核黄素
（ＶＢ２）（３．９μｍｏｌ·Ｌ－１）：称取１４．７ｍｇＶＢ２用ｐＨ＝
７．８的磷酸盐缓冲液定容至１００ｍＬ（Ⅰ），再从Ⅰ中取１
ｍＬ，用磷酸盐缓冲液定容至１００ｍＬ；ＥＤＴＡ·Ｎａ２溶液
（１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）：称取 ０．０１８６ｇＥＤＴＡ·Ｎａ２溶于 ５０
ｍＬ蒸馏水中。

７５２分光光度计、高速冷冻离心机、日光灯、光照
度计，研钵及常用的玻璃仪器。

１．２试验鱼及处理方法
试验鱼采用湘云鲫 牗鲤牘长沙中试基地提供的６

个月的湘云鲫鱼，鱼体重全距为２０—３０ｇ。鱼样于正
式试验前在生态池里驯养１—２个星期，在该期间未
发现有任何异常现象。养鱼用水为经曝气脱氯的自来

水。

１．３正式试验过程犤２０犦

１．３．１考察水中不同２５％ＥＣＳｐｏｒｔａｋ浓度对鱼体中的
血液电解质的影响

试验容器用３０ｃｍ×２５ｃｍ×２５ｃｍ的玻璃缸，每
缸盛１０Ｌ试验液，每缸放鱼３尾。根据Ｓｐｏｒｔａｋ对湘云

鲫的急性毒性试验，浓度梯度设置为１／２１ＬＣ５０—１／６ＬＣ５０，
试验设４个浓度组与１个对照组，Ｓｐｏｒｔａｋ的浓度分
别为０．６、０．９、１．２、１．５ｍｇ·Ｌ－１牞采用静态试验方法，
试验期间不投饵料。试验周期为９６ｈ，然后进行采样
分析。

１．３．２考察同一浓度不同试验时间内２５％ＥＣＳｐｏｒｔａｋ
对鱼体中血液电解质的影响

试验容器用６０Ｌ的圆形塑料桶，每桶盛４０Ｌ试
验溶液牗Ｓｐｏｒｔａｋ的浓度为１．５ｍｇ·Ｌ－１牘，每桶放养１５
条鱼。采用静态试验法，分别在８、２４、４８、７２、９６ｈ对
鱼样进行采样分析，每次３尾。试验期间不投放饵
料。

１．４试验数据测定与处理
超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活力水平的测定 犤１０－１３犦与

过氧化氢酶（ＣＡＴ）活力水平的测定 犤５、６、１２、１３犦分别参照

有关文献的介绍进行。ＩＣ５０牗ｍｅｄｉａｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎ牘是表示一种外源化学物将某种酶活力抑制
５０％所需的浓度，该值的估算方法是：将被测物暴露
组Ｓｐｏｒｔａｋ浓度的自然对数值与各浓度组对鲫鱼肝脏
ＣＡＴ、ＳＯＤ活性抑制百分数进行直线回归分析，求出
其ＩＣ５０的估计值。

图２鲫鱼血清 ＳＯＤ活性与不同浓度 Ｓｐｏｒｔａｋ处理的关系

Ｆｉｇｕｒｅ．２ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤｉｎＸｉａｎｇｙｕｎｊｉｓ
ｌｉｖｅｒａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＳｐｏｒｔａｋ

图１鲫鱼肝脏ＳＯＤ活性与同浓度不同时间Ｓｐｏｒｔａｋ处理的关系

Ｆｉｇｕｒｅ．１ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤｉｎＸｉａｎｇｙｕｎｊｉｓ
ｌｉｖｅｒａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｅｄｔｉｍｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅＳｐｏｒｔａｋｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
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图３鲫鱼肝脏ＣＡＴ活性与不同Ｓｐｏｒｔａｋ处理时间的关系

Ｆｉｇｕｒｅ．３ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＡＴｉｎＸｉａｎｇｙｕｎ
ｊｉｓｌｉｖｅｒａｎｄｔｉｍｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＳｐｏｒｔａｋ

图４ＳＯＤ、ＣＡＴ抑制率与 Ｓｐｏｒｔａｋ处理时间的关系

Ｆｉｇｕｒｅ．４ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＳＯＤａｎｄＣＡＴｉｎ
ＸｉａｎｇｙｕｎｊｉｓｌｉｖｅｒａｎｄｔｉｍｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＳｐｏｒｔａｋ

２ 结果与分析

２．１Ｓｐｏｒｔａｋ牗２５％ＥＣ牘对鲫鱼肝脏ＳＯＤ酶水平的影响
鲫鱼肝脏中的 ＳＯＤ酶水平随 Ｓｐｏｒｔａｋ的处理时

间和处理浓度的不同而不同，其变化曲线可用图１、
图２ａ来表示。

图 ２ａ曲线方程为 ＳＯＤ活性 （ｇ·鲜重 －１）＝
２１８．７７６－６２．１１３Ｃ，Ｒ＝０．９９６，相关性极显著。可见
Ｓｐｏｒｔａｋ对鲫鱼肝脏ＳＯＤ酶活性影响较大，在不同浓
度处理组，ＳＯＤ活性随处理浓度的加大而降低，且成
线性关系。在不同时间处理组，ＳＯＤ活性随时间的增
加，首先降低，在４８ｈ达到最低，随后，酶活性开始恢
复。抑制率与活性变化相同。

２．２Ｓｐｏｒｔａｋ牗２５％ＥＣ牘对鲫鱼肝脏ＣＡＴ酶水平的影响
鲫鱼肝脏 ＣＡＴ酶活性的变化随着 Ｓｐｏｒｔａｋ处理

浓度和处理时间的不同而不同，ＣＡＴ酶的活性随
Ｓｐｏｒｔａｋ浓度和处理时间而变化的规律可用图２ｂ、图
３来表示。

图２ｂ曲线方程为 ＣＡＴ活性 ＝３．２×１０４－１．０×
１０４Ｃ，Ｒ＝０．９９５，相关性相当显著。

右知，Ｓｐｏｒｔａｋ对ＣＡＴ活性影响较大，随处理浓度
的增加，活性迅速降低，与浓度成线性相关，且相关性

极显著（Ｒ＝０．９９５）；随处理时间的延长，活性首先降
低，在４８ｈ达到最低值，随后活性慢慢上升。
２．３Ｓｐｏｒｔａｋ牗２５％ＥＣ牘对鲫鱼肝脏ＳＯＤ、ＣＡＴ的抑制
率

２．３．１不同浓度的Ｓｐｏｒｔａｋ处理对ＳＯＤ、ＣＡＴ的抑制
率及ＩＣ５０

以Ｓｐｏｒｔａｋ处理浓度的自然对数为自变量，抑制
率为因变量进行线性回归分析，可知，对于ＳＯＤ的抑
制百分率有：Ｉ＝２９．１４５＋２９．９３ｌｎｃ（Ｒ＝０．９８５），线性
关系极显著，其酶活性抑制一半时的浓度为：ＩＣ５０＝

２．００ｍｇ·Ｌ－１；对于 ＣＡＴ：Ｉ＝３２．９４８＋３１．０４２ｌｎｃ
（Ｒ＝０．９９３），线性关系极显著，其ＩＣ５０＝１．７３ｍｇ·Ｌ－
１。

随着浓度的增加，ＳＯＤ、ＣＡＴ的抑制率都是增加
的，且与处理浓度的自然对数成线性相关。这说明：

ＳＯＤ、ＣＡＴ这两种酶的活性变化能够在某种程度上灵
敏地指示生物体暴露的有毒物质的浓度。

２．３．２不同时间处理下 Ｓｐｏｒｔａｋ对鲫鱼肝脏 ＳＯＤ、
ＣＡＴ的抑制率

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）的抑
制率随处理时间的变化规律见图４。

可知，ＳＯＤ、ＣＡＴ的抑制率与处理时间存在一个
正态分布，首先随处理时间的延长，抑制率是上升的，

在４８ｈ达到峰值，随后酶活性慢慢恢复，抑制率随之
下降。

毒性化学物暴露后普遍后果是生物体酶的活性

会受到抑制，这里所强调的酶的活性抑制是指原发的

初级酶蛋白功能降低。大量试验研究表明：外源性化

学物质进入生物细胞后，会导致大量活性氧的产生，

包括超氧阴离子自由基 （Ｏ２－·或Ｏ２－）、氢过氧自由基
（ＨＯ２－·）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、羟基自由基（ＯＨ·）以及
单线态氧（Ｏ２·），从而对机体诱发多种损害，而机体
内同时存在着抗氧化作用的酶防卫系统，如ＣＡＴ和
ＳＯＤ等，它们在机体内广泛存在，尤其在肝脏中含量
很高。ＳＯＤ是一类金属酶，能催化Ｏ２－·发生歧化反
应：２Ｏ２－·＋２Ｈ＋→Ｈ２Ｏ＋Ｏ２，从而清除Ｏ２－·，ＣＡＴ则
能够催化分解 Ｈ２Ｏ２：２Ｈ２Ｏ２→２Ｈ２Ｏ＋Ｏ２，从而清除
Ｈ２Ｏ２。Ｓｐｏｒｔａｋ进入生物体后，首先在肝脏中进行氧化
分解解毒，多功能氧化酶 （ＭＦＯ）参与了这一进程，
ＣｙｔＰ－４５０活性会受到诱导。在微粒体电子传递过程
中，会发生ＲＯＳ的泄漏犤１４、１５犦。



１３２ ２００２年４月彭晓春等牶Ｓｐｏｒｔａｋ对湘云鲫肝脏ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活性影响及其机制研究

细胞内具有许多酶促的防御系统和化学清除剂

来清除细胞中形成的氧自由基，这些防御系统又分为

初级和次级两大类：所谓初级或预防性防御

牗ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅｄｅｆｅｎｓｅｓ牘是通过减少自由基浓度来减低
自由基反应的启动速率；而次级防御又称为破链防御

牗ｃｈａｉｎ－ｂｒｅａｋｉｎｇｄｅｆｅｎｓｅｓ牘，是通过捕捉扩散的自由基
而在早期阶段终止它们的有害作用犤１６犦。

２．４分析探讨
由前面的分析可知，Ｓｐｏｒｔａｋ在生物体内的氧化

还原转化过程中，会产生活性氧等自由基，为了清除

细胞中形成的氧自由基，细胞内ＳＯＤ和ＣＡＴ酶会通
过细胞应激作用产生大量的酶蛋白，以减少自由基的

浓度，从而清除活性氧对机体的损害作用。水体中

Ｓｐｏｒｔａｋ的浓度越高，对鱼的伤害作用愈大，机体产生
的活性氧含量亦随之增大，因而ＳＯＤ、ＣＡＴ酶的活性
随之降低。而在同一浓度不同时间Ｓｐｏｒｔａｋ的处理组
中，Ｓｐｏｒｔａｋ进入生物体后，首先进行肝脏的解毒作
用。因初始时，机体内Ｓｐｏｒｔａｋ是一个富集占主动的过
程，分解量小于富集量，机体内的Ｓｐｏｒｔａｋ浓度逐步增
加，所以ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活性的抑制是逐渐加大的。随着
Ｓｐｏｒｔａｋ富集到某一最高浓度后，分解量开始大于富
集量，分解作用开始占优势，ＳＯＤ、ＣＡＴ酶活性会出现
一个逐渐恢复的过程。试验过程也验证了这一推测：

ＣＡＴ、ＳＯＤ酶的活性在４８ｈ前是个逐渐降低的过程，
４８ｈ达到最低值，随后ＳＯＤ、ＣＡＴ的活性逐渐恢复提
高。据Ｓｎｅｇａｒｏｆｆ．Ｊａｃｑｕｅｓ犤１７犦、Ｎｅｅｄｈａｍ．Ｄ犤１８犦、Ｌａｉｇｎｅｌｅｔ．Ｌ
犤１９犦等研究报道，当Ｓｐｏｒｔａｋ进入生物体后，经历了广泛的
代谢过程 （ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ），首先通过烷基链的
水解作用打开咪唑环，形成Ｎ－丙基－Ｎ－犤２－（２，４，
６－三氯苯氧基）乙基犦脲（Ｎ－ｐｒｏｐｙｌ－Ｎ－犤２－牗２牞４牞
６－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙ牘ｅｔｈｙｌ犦ｕｒｅａ牞ＢＴＳ４４５９５），这是一
种能提高艾氏剂环氧酶（ａｌｄｒｉｎｅｐｏｘｉｄａｓｅ）和７－试卤
灵 －Ｏ－脱 烷 基 化 酶 （７－ｐｅｎｔｏｘｙｒｅｓｏｒｕｆｉｎ－Ｏ－
ｄｅａｌｋｙｌａｓｅ）活性的苯巴比通鲁米那 （ｐｈｅｎｏｂａｒｂｉｔｏｎｅ）
型诱导剂（ｉｎｄｕｃｅｒ），随后ＢＴＳ４４５９５代谢成２，４，６－
三氯苯氧基乙醇（２牞４牞６－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙｅｔｈａｎｏｌ）和
２，４，６－三氯苯氧基乙酸（２牞４牞６－ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙ
ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ），还伴有微量的其它物质。这是两种安妥
明型（ｃｌｏｆｉｂｒａｔｅｔｙｐｅ）诱导剂，能提高月桂酸－１２羟化
酶 （ｌａｕｒｉｃａｃｉｄ１２－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ）的活性。在这一过程
中，ＭＦＯ（ｍｉｘｅｄ－ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｘｉｄａｓｅ）参与了这一反应。

Ｓｐｏｒｔａｋ在植物体中主要的代谢体是 ＢＴＳ４４５９５
和ＢＴＳ４４５９６，伴有微量的２，４，６－三氯苯氧基乙酸，

这说明Ｓｐｏｒｔａｋ对生物体具有较强的选择毒性。在动
物体中，肝脏进行解毒时，线粒体和微粒体等细胞器

在生物转化过程中会产生ＲＯＳ，为了清除机体的活性
氧危害，机体会发生氧化应激，ＳＯＤ和ＣＡＴ酶的水平
会发生变化，并且随处理浓度和处理时间的不同而发

生变化。

３ 结论

（１）２５％ＥＣＳｐｏｒｔａｋ对湘云鲫肝脏ＳＯＤ、ＣＡＴ酶
的活性有影响，抑制率与处理浓度和时间呈正相关。

（２）在本试验浓度范围内，在同一浓度（１．５ｍｇ·
Ｌ－１）不同时间（８、２４、４８、７２、９６ｈ）的处理中，ＳＯＤ酶、
ＣＡＴ酶的活性是先降低后升高，抑制率是先升高后降
低；在同一时间（９６ｈ）不同浓度（０、０．６、０．９、１．２、１．５
ｍｇ·Ｌ－１）处理组里，ＳＯＤ酶随浓度的升高，活性降
低，抑制率升高，ＩＣ５０＝２．０ｍｇ·Ｌ－１。ＣＡＴ酶活性随浓
度的升高而降低，抑制率随浓度的升高而升高，ＩＣ５０＝
１．７ｍｇ·Ｌ－１，且都成正相关。

（３）ＳＯＤ、ＣＡＴ酶作为生物抗氧化防御体系中的
两种重要的酶，可以作为鱼类有机污染物的良好生物

指示剂。
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