
摘 要：采用斑马鱼和鲫鱼作为生物材料，分别研究了兽药添加剂阿散酸和土霉素对斑马鱼的急性毒性及对鲫鱼肾细

胞ＤＮＡ损伤。急性毒性试验表明，阿散酸和土霉素的斑马鱼９６ｈＬＣ５０分别为５２０．７４７和１３４１．７６４ｍｇ·Ｌ－１。彗星试验
结果表明，阿散酸引起的 ＤＮＡ损伤较小，与阴性对照相比无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；而土霉素能引起较大的ＤＮＡ损伤，
与阴性对照相比均有极显著性差异（Ｐ＜０．０１）
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阿散酸 牗ＡｒｓａｎｉｌｉｃＡｃｉｄ牘、土霉素Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ）
因其价低而效果显著是最为常用的抗菌促生长兽药

添加剂。但由于牲畜的高度集约化饲养也使得大量的

阿散酸和土霉素随禽畜粪便排入环境，对生态系统，

特别是对水生生态系统造成危害犤１犦。

鱼类在水生生态系统中处于较高的营养级，并与

人类生活密切相关，而且鱼类对水质的变化很敏感。

因此，用鱼作为生物材料研究兽药添加剂阿散酸和土

霉素对水生生态系统的影响具有很重要的意义。

本文研究了上述兽药添剂对斑马鱼的急性毒性

以及对鲫鱼肾细胞ＤＮＡ的损伤。从生物个体水平、分
子水平对其毒理进行了系统研究，从而全面评价２种
兽药添加剂对生物特别是对人类的潜在危害。

１ 材料与方法

１．１受试药物
阿散酸，土霉素，纯度均为９８％牞由南京壮大特

种饲料厂提供。

１．２生物材料
斑马鱼 牗Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ牘，购于南京市花鸟市

场，实验室驯养，实验选用健康幼鱼。

鲫鱼牗Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ牘，购自南京市花鸟市场，
实验室驯养１周，选用健康者。体长 牗１０６．６±１０．６牘
ｍｍ，体重牗１５．６±２．１牘ｇ。
１．３实验方法
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１．３．１斑马鱼急性毒性试验
按常规鱼类急性毒性试验方法进行犤２犦。根据预试

验结果确定浓度范围，设５个试验浓度。试验容器为
５００ｍＬ烧杯，每个浓度投放１０尾斑马鱼。置于２６℃
光照培养箱内，光周期为１２／１２ｈ牗昼／夜牘，观察并记
录２４，４８，７２，９６ｈ鱼的死亡情况，并求出各时段ＬＣ５０
及９５％置信区间。
１．３．２鲫鱼肾细胞单细胞凝胶电泳试验
１．３．２．１染毒

将鲫鱼暴露在不同浓度的阿散酸和土霉素中７２
ｈ牞同时设溶剂对照 （吐温－８０）及阳性对照 （重铬酸
钾）。

１．３．２．２鲫鱼肾细胞的制备犤３犦

解剖鲫鱼取出鱼肾，放入３５ｍｍ玻璃平皿内，用
冷ＰＢＳ液冲洗２次，用眼科剪将肾尽量剪碎，转移至
玻璃管中，在冰水浴中用圆头玻棒研压后通过１１０目
不锈钢筛网过滤，收集细胞悬液，ＥＤＴＡ消化，分散细
胞，将细胞浓度用ＰＢＳ调整为１０６～１０７个·ｍＬ－１牞４
℃贮存备用，并以苔盼蓝染色观察细胞存活率。
１．３．２．３单细胞凝胶电泳试验

按Ｓｉｎｇｈ报道的方法进行犤４犦。

１．３．２．４结果分析
根据细胞彗星荧光尾部与其可见头部的比例可

将损伤程度分为０，Ⅰ牞Ⅱ牞Ⅲ牞Ⅳ５个等级，计算ＤＮＡ
损伤专用单位（Ａｒｂｉｔｒａｒｙｕｎｉｔｓ）。专用单位是一种衡量
ＤＮＡ链断裂损伤程度的特有单位，它把不同的分级
加以换算统计，得到ＤＮＡ损伤的总体水平。计算方
法：专用单位＝０×０级细胞数＋１×Ⅰ级细胞数＋２×
Ⅱ级细胞数＋３×Ⅲ级细胞数＋４×Ⅳ级细胞数犤５犦。同

时应用ＣＡＳＰ软件进行分析处理，测定ＴａｉｌＤＮＡ牗％牘
及ＯｌｉｖｅＴａｉｌＭｏｍｅｎｔ犤６犦。各组与阴性对照组比较，用单
因素方差分析进行显著性检验。

２ 结果

２．１斑马鱼急性毒性试验
阿散酸、土霉素试验结果见表１和表２。
以９６ｈＬＣ５０为毒性指标，根据毒物对水生生物的

毒性分级犤７犦，则阿散酸为中等毒，土霉素为低毒。

２．２鲫鱼肾细胞单细胞凝胶电泳试验
阿散酸和土霉素对鲫鱼肾细胞ＤＮＡ损伤的测定

结果见表３。可以看出，阿散酸引起的 ＤＮＡ损伤较
小，与阴性对照相比均无显著性差异，且无明显的剂

量效应关系。土霉素能引起较大的ＤＮＡ损伤，与阴性
对照相比均有极显著性差异牗参见图１，２牘，且呈现一
定的剂量效应关系。

表２ 土霉素对斑马鱼急性毒性试验结果
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表１ 阿散酸对斑马鱼急性毒性试验结果

Ｔａｂｌｅ１ Ａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｏｆａｒｓａｎｉｌｉｃａｃｉｄｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ牗Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ牘

浓度 ／ｍｇ·Ｌ－１
试验鱼死亡数 ／尾

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
４００ ０ ０ ０ ０
４５６ ０ ０ ０ ２
５２０ ２ ４ ６ ６
５９３ ４ ５ ６ ７
６７６ ６ １０ １０ １０

ＬＣ５０／ｍｇ·Ｌ－１ ６３０．９８５ ５６２．２６５ ５４２．４１１ ５２０．７４７
９５％置信区间 ／ｍｇ·Ｌ－１ ５８１．７８３～７４５．８９７ ５２８．０１０～６００．５２２ ５０８．８４３～５７９．０５５ ４８５．３４３～５５８．８０２

浓度 ／ｍｇ·Ｌ－１
试验鱼死亡数 ／尾

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
１１８８ ０ ０ ０ ０
１２５９ ０ ２ ２ ２
１３３５ １ ４ ４ ４
１４１５ ３ ４ ８ ８
１５００ １０ １０ １０ １０

ＬＣ５０／ｍｇ·Ｌ－１ １４７９．８１３ １３７４．５７８ １３４１．７６４ １３４１．７６４
９５％置信区间 ／ｍｇ·Ｌ－１ １３８５．２２３～１４５６．３１６ １３２９．１０８～１４２９．３８４ １３０２．７１５～１３８２．３２７ １３０２．７１５～１３８２．３２７
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表３ 阿散酸、土霉素对鲫鱼肾细胞 ＤＮＡ的损伤

Ｔａｂｌｅ３ ＤＮＡｄａｍａｇｅｓｏｆｃｒｕｃｉａｎ牗Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ牘ｋｉｄｎｅｙｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｒｓａｎｉｌｉｃａｃｉｄａｎｄｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

注：为 Ｐ＜０．０１；＃ＤＮＡ专用单位 Ｕ＝∑
４

ｉ＝ ０
ｉ×ｎｉ，ｎｉ为第 ｉ级损伤细胞数。

受试物
暴露剂量 在各个分级中的细胞数 ／％

ＤＮＡ损伤
ＴａｉｌＤＮＡ ＯＴＭ

／ｍｇ·Ｌ－１ ０ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ ／％ ／μｍ
阿散酸 １２５ ７４．８７ ２４．６４ ０．４９ ０．００ ０．００ ２５．６２ １３．８５ ２．９８４

２５０ ７４．９９ ２４．６８ ０．３３ ０．００ ０．００ ２５．３４ １３．４５ ２．９８０
５００ ７１．５７ ２７．７８ ０．６５ ０．００ ０．００ ２９．０８ １５．４１ ２．９９

土霉素 ２５０ ０．００ ４７．３１ ３９．５３ １３．１６ ０．００ １６５．８５ ２７．６８ ３．７８８
５００ ０．００ ２９．３２ ４８．３１ ２１．８８ ０．４９ １９３．５５ ３０．８９ ５．６６０
１０００ ０．００ ２８．３１ ３９．７０ ２６．９４ ５．０５ ２０８．７４ ３９．５３ ９．７８３

阳性对照牗重铬酸钾牘 １０ ０．００ １９．１７ ３４．６２ ３２．９５ １３．２６ ２４０．３０ ４６．４８ １１．１２１
溶剂对照牗吐温 －８０牘 ８３．６７ １６．３３ ０．００ ０．００ ０．００ ２１．１０ １１．２４ ２．２０９

图１溶剂对照组细胞（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ１ Ｃｏｍｅｔｉｍａｇｅｏｆｃｅｌｌｉｎｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｖｅｎｔ牗×４００牘

图２ 土霉素牗１０００ｍｇ·Ｌ－１牘对细胞 ＤＮＡ的损伤（×４００）

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｃｏｍｅｔｉｍａｇｅｏｆｃｅｌｌｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ牗×４００牘

３ 讨论

阿散酸作为饲料添加剂，其应用研究已经有４０
多年的历史，不但起着补充必要微量元素砷的营养性

作用，而且还具有重要的药物作用犤８犦。据美国ＥＰＡ的
数据，Ａｍｅｓ试验和小鼠骨髓细胞微核试验都表明阿
散酸不具有致突变作用。本文的彗星试验结果也表

明，在设定的试验浓度内，阿散酸对鲫鱼肾细胞无基

因毒害。因此，适量地在饲料中添加阿散酸应该是安

全的，然而，作为一种砷制剂，其在环境中的转归依然

值得关注。

土霉素作为为广谱性抗生素，在畜牧养殖业中应

用范围很广，但大剂量或长期使用时会造成畜禽肝功

能损害及二重感染 犤９犦。从本试验结果也可看出，虽然

土霉素的急性毒性小于阿散酸，但在所设的浓度范

围，能诱导鲫鱼肾细胞严重的ＤＮＡ损伤，这表明土霉
素可能有较强的基因毒性。同时，有报道表明，土霉素

在环境中较难降解并可蓄积 犤１０犦，因此，有必要加强管

理，合理控制其使用剂量和使用期限。

用鲫鱼肾细胞来做单细胞凝胶电泳实验在国内

尚属少见。本实验用单细胞凝胶电泳试验检测２种添
加剂对其ＤＮＡ的损伤，是对彗星试验方法的发展和
延伸。彗星试验应用于鱼类、贝类或植物细胞，对来自

土壤、水体、大气的常见动植物进行监测，将为环境污

染物的遗传毒性评估、环境质量的监测与评估提供新

的手段。

兽药添加剂随禽畜粪便排入环境牞可在环境中
迁移转化，并可被微生物降解。研究其微生物降解产

物的毒性作用，具有更现实的意义，有待进一步研

究。
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