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　　摘要：利用精密肝切片培养技术研究２，３，７，８－四氯二苯并－ｐ－二恶英（ＴＣＤＤ）对建鲤肝组织的损伤作用，将精
密肝切片组织分为 ５个处理组，每个处理组 ４个重复，将不同浓度 ＴＣＤＤ（浓度设定为 ０．００、０．０５、０．１０、０．３０、
０．６０μｇ／Ｌ）处理肝切片３ｈ后，收集上清培养液及肝切片组织测定丙氨酸转氨酶（ＧＰＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＧＯＴ）、乳
酸脱氢酶（ＬＤＨ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－ＰＸ）、丙二醛（ＭＤＡ）、三磷酸腺苷（ＡＴＰ）等生
化指标含量变化。结果表明：ＴＣＤＤ浓度在 ０．３０μｇ／Ｌ时，对精密肝切片组织损伤较大，可以显著提高上清培养液中
ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＭＤＡ的含量，显著提高切片匀浆上清液中ＬＤＨ的活性值，与空白对照组相比，差异极显著（Ｐ＜０．０１）；可以
显著降低切片匀浆上清液中ＡＴＰ、ＧＳＨ－ＰＸ的含量，与空白对照组相比，差异极显著（Ｐ＜０．０１）；显著降低上清培养液
中ＳＯＤ活性值，与空白对照组相比，差异显著（Ｐ＜０．０５）。这说明采用ＴＣＤＤ进行急性染毒后，可以造成建鲤肝组织
的损伤，使机体组织处于氧化应激状态，产生一系列氧化应激反应。
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　　二恶英为三环芳香族化合物，是一类多种化合物的统称，
能够持续危害自然界环境和生物体。而２，３，７，８－四氯二
苯－ｐ－二恶英（ＴＣＤＤ）是其中毒性最强的一类物质，目前关
于ＴＣＤＤ的研究主要涉及自然界环境以及哺乳动物方面，涉
及到鱼类的研究相对较少。在水产方面报道主要有黄金华等

对２，３，７，８－四氯二苯并－ｐ－二恶英（ＴＣＤＤ）对鱼类功能基
因表达的研究［１］，许友卿等对２，３，７，８－四氯二苯并 －ｐ－二
恶英对鱼类生长的影响［２］，关于 ＴＣＤＤ对鱼类肝组织受 ＴＣ
ＤＤ损伤的研究鲜有报道。鱼类对水体污染较敏感，鱼组织
吸收了污染物 ＴＣＤＤ后会影响其许多生理和生化作用，且
ＴＣＤＤ进入机体后首先是在肝脏进行解毒和生物转化，机体
肝脏是一个重要的解毒器官。由于ＴＣＤＤ的毒性强、危害大，
关于其毒性机理尚未弄清，难以防治，给水产养殖业带来较大

的负面影响。因此，一方面应该积极防止和减少 ＴＣＤＤ的产
生和污染，另一方面努力深入研究ＴＣＤＤ的毒性及其机制，为
防治ＴＣＤＤ毒害提供技术依据。

目前，有很多毒物可以引起机体的氧化应激反应，但

ＴＣＤＤ是否会引起鱼类肝组织的氧化应激反应尚不清楚，因此
本研究以建鲤为试验材料，利用不同浓度 ＴＣＤＤ处理建鲤肝
组织切片，来研究ＴＣＤＤ对鱼类肝组织的毒害作用，为以后研
究ＴＣＤＤ对鱼类毒害机制研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验鱼　试验用建鲤取自中国水产科学研究院淡水
渔业研究中心渔场，体质健康、无伤，取回后将建鲤于循环水

系统中暂养１周。
１．１．２　试剂和仪器　Ｌ１５培养基、ＨＢＳＳ（Ｈａｎｋｓ，ｂａｌａｎｃｅｄ
ｓａｕｌｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）溶液、庆大霉素和两性霉素Ｂ（购自美国 ＳＩＧＭＡ
公司）；新生小牛血清（ＦＣＳ）（浙江天杭生物科技有限公司）和
细胞培养板（ＧＩＢＣＯ公司）；２，３，７，８－四氯二苯 －ｐ－二恶英
（厦门慧嘉生物科技有限公司）；ＧＰＴ、ＧＯＴ、ＬＤＨ、ＧＳＨ－ＰＸ、
ＡＴＰ、ＭＤＡ和ＳＯＤ测定试剂盒（南京建成生物工程研究所科
技有限公司）；ＭＳ－２２２麻醉剂（购自美国 ＳＩＧＭＡ公司）；７２３
分光光度计（上海欣茂仪器有限公司）；酶标仪 ＭＫ３（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＫＤ－４００切片机（购自浙江金华科迪仪器有限
公司）。

１．２　方法
１．２．１　建鲤精密肝切片的制备　选取健康无病体质量在
８００～１５００ｇ的建鲤来进行试验，采用 ＭＳ－２２２麻醉。无菌
采取肝脏后放入冷的 Ｌ１５培养基中（５０μｇ／ｍｌ庆大霉素和
２．５ｍｇ／ｍＬ两性霉素Ｂ），修整肝组织块，选取５ｍｍ×５ｍｍ的
肝组织块来进行切片，切片厚度为３００μｍ，选取完整切片置
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于２４孔培养板中，每组４孔，每孔６片，置于２７℃、５％体积
分数 ＣＯ２条件下培养备用。
１．２．２　ＴＣＤＤ诱导精密肝切片损伤模型制备　将获得的精
密肝切片预培养 ３０ｍｉｎ后，弃掉培养液换用含不同浓度
（０．００、０．０５、０．１０、０．３０、０．６０μｇ／Ｌ）的ＴＣＤＤ进行处理，继续
培养３ｈ。然后收集上清培养液以及肝切片进行 ＧＯＴ、ＧＰＴ、
ＬＤＨ、ＧＳＨ－ＰＸ、ＭＤＡ、ＳＯＤ等指标测定。
１．２．３　ＡＴＰ含量的测定　收集不同浓度（０．００、０．０５、０．１０、
０．３０、０．６０μｇ／Ｌ）ＴＣＤＤ处理的精密肝组织切片来进行 ＡＴＰ
含量的测定，具体操作方法参照试剂盒说明书。

１．２．４　建鲤精密肝切片上清培养液中 ＳＯＤ、ＧＰＴ、ＭＤＡ、ＧＯＴ
的测定　将收集精密肝切片上清培养液按照南京建成生物工
程研究所试剂盒说明书操作方法进行各项指标测定。

１．２．５　精密肝组织切片匀浆上清液中 ＬＤＨ和 ＧＳＨ－ＰＸ含
量的测定　收集肝组织切片进行匀浆液制备，按照切片质量
与生理盐水１∶９比例制备成１０％ 的组织匀浆，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液用于ＬＤＨ和ＧＳＨ－ＰＸ的测定。
１．２．６　统计学处理　所有数据均用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行处
理。采用Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ检验法进行显著性分析，结果以
平均值±标准差表示，对样本间进行ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差
异显著，Ｐ＜０．０１为差异极显著。

２　结果与分析

２．１　ＴＣＤＤ对精密肝组织切片活力的影响
　　由图１可知，加入不同浓度的ＴＣＤＤ后，ＡＴＰ含量呈下降
趋势，且随着药物浓度的不断加大，其含量下降越明显，ＴＣＤＤ
浓度在０．３０、０．６０μｇ／Ｌ时，与空白对照组相比差异极显著
（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＴＣＤＤ对精密肝切片培养液中ＧＰＴ、ＧＯＴ活性的影响
由图２－Ａ可知，切片经过 ＴＣＤＤ处理，ＧＰＴ活性值明显

升高，其浓度在０．１０、０．６０μｇ／Ｌ时，ＧＰＴ活性值与空白对照
组相比显著升高（Ｐ＜０．０５）；ＴＣＤＤ浓度在０．３０μｇ／Ｌ，ＧＰＴ
活性值与空白对照组相比极显著升高（Ｐ＜０．０１）。由图２－Ｂ
可知，在ＴＣＤＤ浓度达到０．３０μｇ／Ｌ时，ＧＯＴ活性值与空白对
照组相比极显著升高（Ｐ＜０．０１）。
２．３　ＴＣＤＤ对精密肝切片匀浆上清液中ＬＤＨ活性的影响

由图３可知，ＬＤＨ活性值有随着药物浓度增加而升高趋
势，ＴＣＤＤ浓度在０．１０μｇ／Ｌ时，ＬＤＨ活性值与空白对照组相
比显著升高（Ｐ＜０．０５）；ＴＣＤＤ浓度达到 ０．３０μｇ／Ｌ时，ＬＤＨ

活性值与空白对照组相比极显著升高（Ｐ＜０．０１）。
２．４　ＴＣＤＤ对精密肝切片培养液中ＳＯＤ、ＭＤＡ含量的影响

由图４可知，ＴＣＤＤ处理后的ＳＯＤ活性值呈降低趋势，当
浓度在０．３０μｇ／Ｌ时，ＳＯＤ活性值与空白对照组相比显著降
低（Ｐ＜０．０５）；当浓度在０．６０μｇ／Ｌ时，ＳＯＤ活性值与空白对
照组相比极显著降低（Ｐ＜０．０１）。ＴＣＤＤ处理后的 ＭＤＡ含
量呈升高趋势，有随着浓度加大其含量不断增加趋势，ＴＣＤＤ
浓度在０．１０、０．３０μｇ／Ｌ，ＭＤＡ含量与空白对照组相比极显著
增加（Ｐ＜０．０１）。
２．５　ＴＣＤＤ对精密肝切片匀浆上清液中 ＧＳＨ－ＰＸ含量的
影响

由图５可知，经过ＴＣＤＤ处理后，随着ＴＣＤＤ浓度的加大，
其活性值在不断下降，在 ＴＣＤＤ浓度为０．３０、０．６０μｇ／Ｌ时，
ＧＳＨ－ＰＸ含量与空白对照组相比极显著降低（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

精密肝切片培养技术是一种介于器官和细胞之间的试验

手段［３－５］，由于具有制片相对简单、能保证组织完整性等特

点，此项技术被国内外广泛应用于药物筛选过程中，但精密肝

切片技术也有它自身的缺点，不如肝细胞培养时间长［４，６］。
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对水产动物而言，国内外没有应用鱼类肝精密组织切片技术

来研究ＴＣＤＤ损伤机制的报道，本实验室成功研制了鱼类精
密肝切片培养技术，为以后了解药物对鱼类肝组织损伤研究

提供了一种新的技术手段。

有相关报道称ＴＣＤＤ可以促使机体发生氧化应激反应，
如使脂质过氧化产物 ＭＤＡ含量增加，抗氧化酶指标 ＳＯＤ、
ＧＳＨ－ＰＸ等活力下降。经过 ＴＣＤＤ处理后所产生的一系列
氧化应激反应具体作用机制是由于ＴＣＤＤ与机体内的芳香烃
受体ＡＨＲ结合后，改变了一些酶的活性和蛋白质［７－８］。正常

情况下，氧自由基在机体内是不断产生并不断清除的，当遇到

毒物刺激时，机体就会产生氧自由基，如果产生氧自由基过

多，机体来不及进行自身代谢来消除，就会引起机体的抗氧化

体系失去平衡，进而引起机体组织损伤。ＧＯＴ、ＧＰＴ是判定肝
组织健康状态的经典指标，被广泛应用到肝损伤模型的构建

当中，如在本试验中，加入不同浓度的 ＴＣＤＤ后发现，肝切片
上清培养液中 ＧＯＴ、ＧＰＴ活性值明显升高，这说明ＴＣＤＤ可以
引起肝切片组织的损伤，使ＧＯＴ、ＧＰＴ这２个酶学指标不断从
机体中释放出来，加重了肝组织的损伤，ＴＣＤＤ浓度在
０．３０μｇ／Ｌ时其活性值达到一个高点，与空白对照组相比，差
异显著（Ｐ＜０．０１）。当ＴＣＤＤ浓度达到０．６０μｇ／Ｌ时其活性
值出现下降的趋势。ＬＤＨ存在于机体细胞的胞质内，如果机
体受到损伤，其含量也会发生一定的变化，在本试验中 ＴＣＤＤ
浓度在０．１０、０．３０μｇ／Ｌ时，其活性值明显增加，这说明切片

肝组织受到了ＴＣＤＤ的攻击，因而造成其数值发生变化。本
试验结果与前人结果类似。

ＡＴＰ是机体内重要的能量分子，它在机体生理和病理过
程中发挥着重要作用，当机体处于病理或毒物刺激时，其含量

就会下降，依此来判断机体的健康水平［９－１０］。在本试验中主

要应用于判定切片的活性水平，当用不同浓度 ＴＣＤＤ处理切
片组织后发现，ＡＴＰ含量随着药物浓度不断加大而逐渐降低，
ＴＣＤＤ浓度在０．３、０．６μｇ／Ｌ时，其含量值最低，与空白对照
组相比，差异极显著（Ｐ＜０．０１），这说明随着药物浓度的加
大，肝切片活力下降。

当机体受到自由基攻击后就会出现脂质过氧化反应，

ＭＤＡ就是其中一个判定指标，其含量高低反映了机体受损伤
程度［１１］，可以准确反映脂质过氧化程度。而 ＳＯＤ、ＧＳＨ－ＰＸ
这２个指标属于抗氧化酶体系，其含量变化反映的是机体抗
氧化能力的高低。在本试验中，经过 ＴＣＤＤ处理后，ＳＯＤ、
ＧＳＨ－ＰＸ活性值随着药物浓度的增加呈逐渐降低趋势，
ＴＣＤＤ浓度达到０．３０μｇ／Ｌ时，ＳＯＤ、ＧＳＨ－ＰＸ活性值明显下
降，与空白对照组相比，差异显著或者极显著（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１）；ＴＣＤＤ浓度达到０．６０μｇ／Ｌ时，ＳＯＤ、ＧＳＨ－ＰＸ活
性值明显下降，与空白对照组相比，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
而ＭＤＡ含量随着药物浓度增加不断增加，这说明建鲤肝组
织损伤程度在不断加大。通过以上指标的测定说明ＴＣＤＤ使
精密肝切片组织处于氧化应激状态，造成机体的损伤。

综上所述，ＴＣＤＤ可以造成鱼类肝组织的氧化应激反应，
且在浓度为０．３０μｇ／Ｌ时，精密肝切片组织的损伤较为严重，
关于其具体毒性机制还有待于进一步研究。
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食物浓度和温度对萼花臂尾轮虫种群动态的影响

邓　平，张生元，艾桃山，喻运珍
（湖北省武汉市水产科学研究所，湖北武汉４３０２０７）

　　摘要：以浓度分别为２．５×１０６、５×１０６、１０×１０６、２０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的蛋白核小球藻为食物，在温度分别为２５、２８、
３０℃条件下对萼花臂尾轮虫进行群体累积培养研究。结果表明，食物浓度对轮虫的种群动态、最大种群密度、种群增
长率及非混交卵的日产生量动态、产量均有明显影响；温度对轮虫的种群动态、最大种群密度及非混交卵的产量、形成

效率、最大形成效率均有显著影响。食物浓度为２０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的小球藻投喂轮虫，在２５～３０℃均能达到较高的种
群密度，但２５℃培养的轮虫较２８℃和３０℃推迟到达峰值。非混交卵的日产生量与种群密度有相似的变化趋势，
２８℃和３０℃ 培养的轮虫非混交卵较２５℃提前到达峰值。当轮虫的种群密度还处于增长阶段，非混交卵日生产量已
达峰值。因此在轮虫的培养过程中可考虑监测非混交卵的动态变化预测轮虫密度达到峰值的时间。
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　　食物浓度和温度是影响轮虫种群动态的２个重要生态因
子。有关食物浓度和温度对轮虫种群动态的影响研究已有较

多报道，内容涉及温度和食物浓度对轮虫种群增长率、最大种

群密度、怀卵率、休眠卵产量及形成效率等方面的影响［１－４］。

研究表明温度和食物浓度对轮虫的种群增长及休眠卵形成均

有明显的影响，但不同种类、同种种类的不同品系得出的种群

增长最适温度和最适食物浓度各不相同［５－６］。迄今为止，关于

食物浓度和温度对轮虫非混交卵影响方面的研究未见报道。

非混交雌体所产的卵为非混交卵，与轮虫种群数量密切相关。

萼花臂尾轮虫（Ｂｒａｃｈｉｏｎｕｓｃａｌｙｃｉｆｌｏｒｕｓ）是淡水中常见的
轮虫种类，也是淡水轮虫工厂化培养的首选种类。本研究以

萼花臂尾轮虫为对象，研究了适宜温度范围内不同食物浓度

对轮虫种群及非混交卵的影响，以丰富此方面的内容，同时为

该轮虫的规模化培养提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　轮虫来源及饵料
萼花臂尾轮虫于２０１２年６月采自湖北省武汉市水产科

学研究所旁的水库，所采水样首先用多层纱布滤去其中的枝

角类和桡足类等大型浮游动物及杂质，然后置于解剖镜下观

察，用微吸管吸出其中的萼花臂尾轮虫并接种到事先准备好

的轮虫培养液中进行培养。试验时先用纱布过滤，去除在培

养轮虫的过程中产生的废弃物和剩余饵料的絮凝，再用３００
目的筛绢滤取轮虫，并用蒸馏水冲洗轮虫数次。

选用蛋白核小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｓａ）作为培养轮虫
的饵料。藻种购自中国科学院水生生物研究所。小球藻采用

ＳＥ培养液在光暗周期１２ｈ－１２ｈ实验室条件下培养，光照度
２０００～３０００ｌｘ，培养温度２５℃，充气培养。每７～１０ｄ转接１
次。投喂轮虫的藻液经３００目筛绢过滤，以去除藻液中的絮凝。
１．２　试验方法

本试验小球藻密度共设４个梯度，分别为２．５×１０６、５×
１０６、１０×１０６、２０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。设置３个温度梯度，分别为
２５、２８、３０℃。轮虫起始密度０．５ｉｎｄ／ｍＬ。每组设３个平行。

每２４ｈ测定培养液中轮虫数量及每个雌体的带卵量，并
更换培养液、投喂饵料。试验持续到轮虫种群不再增长为止。

１．３　计算方法
轮虫及其非混交卵的计数方法、有关参数的定义和计算

方法均与文献［７］相同。
１．４　统计分析

不同培养条件下的轮虫种群数量及非混交卵日产生量的

动态变化采用重复测量的方差分析（ｒｅｐｅａｔｅｄｍｅａｓｕｒｅＡＮＯ
ＶＡ）。对不同食物浓度、不同温度条件下的轮虫种群最大密
度、种群增长率的差异显著性采用两因素方差分析进行分析。

对非混交卵的产量、形成效率及最大形成效率的差异显著性

也采用两因素方差分析（ｔｗｏ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）进行分析（ＳＰＳＳ
１９．０，Ｐ

!

０．０５）。

２　结果与分析

２．１　食物浓度和温度对轮虫种群增长的影响
２．１．１　食物浓度和温度对轮虫种群数量的影响　在各食物
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