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不同质量浓度 Ｃｕ２＋对草鱼脑、肝胰脏组织结构
及肝胰脏中 ＳＯＤ活性的影响
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　　摘要：在水温（２０±１）℃下，采用静水测试法研究养殖水体中不同质量浓度（０、０．０９３７５、０．１８７５、０．３７５、０．７５、
１５ｍｇ／Ｌ）Ｃｕ２＋对体质量１０ｇ左右草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）脑和肝胰脏的组织结构及肝胰脏中超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）活性的影响，试图探讨重金属的毒性积累和毒性机制。结果表明，Ｃｕ２＋对草鱼的２４、４８、９６ｈ半数致死浓度
（ＬＣ５０）分别为１．２７８、１．２２７、０．２７６ｍｇ／Ｌ，由（４８ｈＬＣ５０×０．３）／（２４ｈＬＣ５０／４８ｈＬＣ５０）

２和公式９６ｈＬＣ５０×０．１计算出安全

质量浓度分别为０．３６１、０．０１１９ｍｇ／Ｌ。中毒初期草鱼脑细胞轻微聚集，细胞核微增大；随时间延长，脑异常加重，细胞聚
集明显，核增大几乎充满整个脑细胞；肝胰脏细胞膨大，离散，核缩小，胞浆轻微溢出，少数肝胰脏细胞胞浆溢出，残留的

核物质散乱分布，肝胰脏细胞凝固性坏死。随着Ｃｕ２＋浓度升高和时间延长，草鱼肝脏中ＳＯＤ活性降低。
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　　鱼类作为人类重要的优质蛋白质来源被广泛食用，但是
随着近年来工业的发展，大量的工业废水以及鱼类饲料中所

含有的过量Ｃｕ２＋流入水域中，使鱼类的生存水环境受到了严
重污染，同时也影响了鱼类的品质。重金属在食物链中具有

富集作用，会随着生物等级的升高而富集，当被人体食用后在

人体的各个组织器官中累积，从而引发机体的慢性中毒，危害

人体健康，甚至危及生命［１］。金属铜是水生生物所必需的微

量元素，对多种与生长发育相关的生物酶的组成和功能起着

重要作用。适量的铜有利于维持水产动物内环境的稳定和机

体的平衡，在机体造血、生长繁殖、维持生产性能、提高机体免

疫力等方面具有非常重要的作用［２］。但过量的铜能够引发

蛋白质、脂质以及ＤＮＡ的损伤，特别是在高浓度时，则会引起
神经变性的失调［３］。草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）作为我
国淡水养殖四大家鱼之一，也是主要的池塘养殖品种，养殖范

围与面积非常广，草鱼在全国各地的河流、湖泊、水库中皆有

分布。每年的草鱼总产量居于所养水产养殖品种的前列，草

鱼肉质细嫩、个体大、肌间刺少；含有丰富的不饱和脂防酸，营

养价值非常高；另外草鱼的消化力强，生长快，适应能力强，具

有极高的经济和研究价值。目前有关草鱼的研究主要集中在

营养价值、转基因抗病、人工繁殖、疾病防治等方面，而对于养

殖水环境重金属污染对草鱼毒性效应方面的研究较少。

养殖水环境中的 Ｃｕ２＋的毒性主要取决于在生物体内的
吸收和积累，所以，研究在一定含量和时间下，Ｃｕ２＋在草鱼鱼

种组织中的吸收、积累的影响，有利于揭示重金属离子的吸

收、积累机制。因此，本试验主要研究了养殖水体中不同浓度

Ｃｕ２＋对草鱼脑和肝胰脏组织学及肝胰脏中超氧化物歧化酶
活性的影响，为研究重金属的毒性积累和毒性机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
试验用草鱼购自河南省洛阳市水产市场，暂养３ｄ后进

行试验。暂养期间２４ｈ连续充气，每天投喂市售商品 ｓ饲料
１～２次，并及时清理残饵及粪便等杂物。正式试验前停食
１ｄ，选取体长８．０～１０．０ｃｍ、体质量约１０ｇ、体质健壮、规格
整齐的个体进行试验。试验在６Ｌ水桶中进行。Ｃｕ２＋由硫酸
铜（ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，分析纯，上海化学试剂总厂生产）配制。
１．２　方法

试验用水为曝气２４ｈ的自来水，水温为（２０±１）℃，ｐＨ
值为中性（７．０±０．５），试验期间连续充气。每水桶中加入
１Ｌ药液、１０尾草鱼，不投喂也不充氧。死亡标准为腹部朝
上、失去游动能力、针刺无反应，死亡个体及时捞出。

１．２．１　预试验　以１０倍之差估计５个浓度，每个浓度用５
尾鱼苗，试验处理２４ｈ，分几次进行，分别找出 Ｃｕ２＋的１００％
致死浓度与最小致死浓度，同时记录不同浓度的各个组草鱼

鱼苗的反应。

１．２．２　正式试验　本试验采用１０ｃｍ左右、体质量相近的草
鱼苗作为试验对象，随机分为６组，每组３个重复，每个组随
机分配１０尾鱼，放在形状相同的塑料桶内试验４ｄ。０组为
对照组，只采用曝气后的自来水进行饲养；其他１、２、３、４、５组
及各重复依次采用的浓度为０．０９３７５、０．１８７５０、０．３７５００、
０７５０００、１．５００００ｍｇ／Ｌ，溶液的体积均为１Ｌ。试验过程中，
记录好试验开始的时间，随时观察桶内鱼苗的生活状况，并记
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录２４、４８、７２、９６ｈ各个试验组死亡鱼苗数，算出平均死亡率，
用直线内插法求出半数致死量。安全浓度（ＳＣ）计算公式：
ＳＣⅠ ＝（４８ｈＬＣ５０×０．３）／（２４ｈＬＣ５０／４８ｈＬＣ５０）

２；ＳＣⅡ ＝９６ｈ
ＬＣ５０×０．１。

及时捞出各浓度下死亡的草鱼以及对照组的草鱼，取出

肝胰脏和脑组织，将一部分组织放入１０％甲醛溶液中固定，
用来制作组织切片；另一部分肝脏装入１．５ｍＬＥＰ管中并做
好明确标记，置于－２０℃冰箱中保存，最后采用试剂盒（南京
建成生物工程研究所）的方法测定肝胰脏组织中超氧化物歧

化酶（ＳＯＤ）的活性。
１．３　数据的统计与分析

试验测得的所有数据均采用 Ｅｘｃｅｌ进行整理；运用 ＳＰＳＳ
软件中的Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ检验进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　草鱼Ｃｕ２＋中毒的行为症状
草鱼在试验开始立即变得兴奋，３ｈ后开始出现不良症

状，约９ｈ后出现死鱼。高浓度试验组鱼苗兴奋性比低浓度
组高，１ｈ后高浓度组试验鱼游动加快上下窜动，常浮出水面
试图跳出塑料桶，此时试验药液浑浊。低浓度组鱼苗也出现

相同症状，但约６ｈ后低浓度组逐渐恢复平静，试验药液逐渐
澄清，而高质量浓度组仍有试验鱼试图跳出塑料桶，７ｈ后各
质量浓度组鱼苗恢复平静，体表分泌１层白色絮状黏液，游动
减慢，反应较迟钝。随后高质量浓度组有鱼出现身体失去平

衡，有侧游翻转等现象，中毒鱼不时挣扎直至死亡。死亡时，

胸鳍展开口、鳃盖张开，呈现呼吸困难状态。将中毒后的死鱼

进行解剖，与对照组活鱼比较，中毒鱼体表黏液分泌增多，鳃

丝肿胀，肝肿大、色泽变暗，胆囊肿大、胆汁充盈，肾脏充血，色

泽变暗。鱼苗的体表常伴有溃烂的斑点，死亡后鱼体发白。

２．２　Ｃｕ２＋对草鱼的急性毒性
由表１可见，Ｃｕ２＋浓度与草鱼的平均死亡率之间呈现明

显的时间效应和剂量效应关系，即相同的时间内，草鱼的死亡

率随着Ｃｕ２＋浓度升高而增加；相同浓度下，草鱼的平均死亡
率随着时间的延长而增加。

不同暴露时间下，Ｃｕ２＋浓度与草鱼死亡率的线性回归方
程及相应时间下的半致死浓度（ＬＣ５０）、安全浓度的计算结果
如表 ２所示。由表 ２可见，Ｃｕ２＋ ２４ｈ的半数致死量为
１．２７８ｍｇ／Ｌ，４８ｈ的半数致死量为１．２２７ｍｇ／Ｌ，７２ｈ的半数
致死量为０．２７６ｍｇ／Ｌ，９６ｈ的半数致死量为０．１１９ｍｇ／Ｌ，用
公式Ⅰ算得的安全浓度为０．３６１ｍｇ／Ｌ，用公式Ⅱ算得的安全
浓度为０．０１１９ｍｇ／Ｌ。

表１　草鱼在不同质量Ｃｕ２＋浓度和暴露时间的死亡率

Ｃｕ２＋浓度
（ｍｇ／Ｌ）

不同试验时间下的平均死亡率（％）
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

０ ０ ０ ０ ０
０．０９３７５ ０ ２０ ４０ ５０
０．１８７５０ １０ ３０ ４０ ７０
０．３７５００ １０ ３０ ５０ ８０
０．７５０００ ３０ ５０ ６０ ９０
１．５００００ ３０ ５０ ８０ １００

表２　Ｃｕ２＋对草鱼的急性毒性试验线性回归方程、ＬＣ５０及安全浓度

时间

（ｈ） 回归方程 ｎ ｒ
ＬＣ５０
（ｍｇ／Ｌ）

２４ ｙ＝１．４０２ｘ＋４．６５５ １０ ０．８２０ １．２７８
４８ ｙ＝０．３１７ｘ＋４．９３５ １０ ０．９４７ １．２２７
７２ ｙ＝０．３８６ｘ＋５．４９７ １０ ０．９３４ ０．２７６
９６ ｙ＝１．００１ｘ＋７．１２８ １０ ０．９２７ ０．１１９

　　注：ｙ为死亡率；ｘ为浓度对数；ｎ为试验鱼个体数；ＳＣⅠ、ＳＣⅡ分

别为０．３６１、０．０１１９ｇ／ｍＬ。

２．３　Ｃｕ２＋对草鱼肝胰脏和脑组织结构的影响
组织切片观察发现，Ｃｕ２＋处理的草鱼脑细胞出现不同程

度的异常（图１）。图１表明，对照组草鱼肝胰脏细胞完整，可
以清晰地分辨细胞轮廓，无异常；Ｃｕ２＋处理２４ｈ时，肝脏细胞
结构多不完整，轻微异常，细胞轻微膨大，呈离散状态，细胞核

相对缩小，胞浆轻微溢出；Ｃｕ２＋处理９６ｈ时，肝胰脏细胞明显
膨大，无序散程度增大，细胞核明显相对缩小，少数肝细胞胞

浆完全溢出，残留的核物质散乱分布，肝细胞出现凝固性坏

死，正常壁状结构消失。

　　图２表明，对照组草鱼脑细胞完整，可以清晰地分辨出细
胞轮廓，无异常；Ｃｕ２＋处理２４ｈ时，脑组织轻微异常，脑细胞
轻微聚集，细胞核轻微增大；Ｃｕ２＋处理９６ｈ时，脑组织异常严
重，脑细胞聚集明显，细胞核明显增大，几乎充满整个脑细胞。

Ｃｕ２＋诱导自由基介导过程发生改变，脂质过氧化，生物膜被
破坏和细胞功能障碍，以上组织病变程度随着处理时间的延

长而加深。

２．４　不同浓度Ｃｕ２＋对草鱼肝脏ＳＯＤ的影响
由图 ３可知，与对照组相比，２４ｈ时，Ｃｕ２＋ 浓度

０．１８７５ｍｇ／Ｌ处理组草鱼肝胰脏 ＳＯＤ活性下降不显著，到
９６ｈ时下降显著；１．５ｍｇ／Ｌ时，２４、９６ｈ时草鱼肝脏ＳＯＤ活性
下降显著（Ｐ＜０．０５）。在 Ｃｕ２＋浓度为０．１８７５ｍｇ／Ｌ时，２４、
９６ｈ草鱼肝胰脏ＳＯＤ活性差异显著（Ｐ＜０．０５）；１．５ｍｇ／Ｌ时，
２４、９６ｈ草鱼肝脏ＳＯＤ活性差异不显著。可见，Ｃｕ２＋能够明显
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降低肝脏ＳＯＤ的活性，且浓度越大降低越明显；在同一浓度
时，随着时间的延长，Ｃｕ２＋对肝脏ＳＯＤ活性的抑制越明显。

３　讨论

３．１　急性毒性试验
草鱼Ｃｕ２＋中毒后出现不安症状，游动加快上下窜动。低

浓度组鱼苗在一段时间后也出现相同不安症状，但约６ｈ后
逐渐恢复平静，试验药液逐渐澄清。而高浓度组仍有试验鱼

试图跳出塑料桶，７ｈ后各浓度组鱼苗恢复平静，体表分泌１
层白色絮状黏液，游动减慢反应较迟钝。随后高浓度组有鱼

身体失去平衡，出现侧游翻转等现象，中毒鱼不时挣扎直至死

亡。这与瞿建国等研究鱼类的中毒症状［４－６］相似。

本试验中，Ｃｕ２＋浓度与草鱼的平均死亡率之间呈明显的
时间效应和剂量效应关系：相同的时间内，草鱼的死亡率随

Ｃｕ２＋浓度升高而增加；相同浓度下，草鱼的平均死亡率随时
间的延长而增加。Ｃｕ２＋对草鱼的 ２４、４８、９６ｈＬＣ５０分别为
１．２７８、１．２２７、０．２７６ｍｇ／Ｌ，ＳＣ分别为０．３６１０、０．０１１９ｍｇ／Ｌ。
随着染毒时间的延长，草鱼对 Ｃｕ２＋的敏感性逐渐增强，ＬＣ５０
值越小毒性越强，即２４ｈＬＣ５０＞４８ｈＬＣ５０＞９６ｈＬＣ５０。这与
周辉明等报道［７］相一致。

３．２　Ｃｕ２＋对草鱼脑和肝胰脏组织结构的影响
本试验结果表明，随着 Ｃｕ２＋暴露时间的延长，草鱼脑组

织的形态变化和损坏程度加深：脑细胞轻微聚集，细胞核微增

大，几乎充满整个脑细胞。本试验研究发现，草鱼在 Ｃｕ２＋中
毒后有过度兴奋的现象，特别是在中毒后期，且在游泳时会出

现横冲直撞的现象，身体明显不平衡。这与刘伟等研究Ｃｕ２＋

对锦鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｈａｅｍａｔｏｐｔｅｒｕｓ）的急性毒性时锦鲤的中
毒现象［８］很相似。这可能与重金属对脑的影响主要表现在

鱼体的神经性反应方面有关，但具体原因还有待于深入研究。

肝胰脏是鱼类重要的解毒器官，同时也是蓄积重金属的

主要部位，本试验中Ｃｕ２＋中毒而死的鱼的肝胰脏损伤主要表
现为组织细胞高度分散，出现细胞体积增大，细胞核增大，核

仁核膜明显，细胞核被挤向细胞边缘偏离细胞中心，且出现大

面积肝细胞解体坏死等现象，肝组织出现局部灶性坏死等病

变现象。这与常藕琴等研究 Ｃｕ２＋对剑尾鱼（Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓｈｅｌ
ｌｅｒｉｉ）［９］、王利等研究 Ｃｕ２＋对鲤鱼（Ｃ．ｃａｒｐｉｏ）［１０］以及徐永江
研究的Ｃｕ２＋对半滑舌鳎鳃（ＣｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓＧｕｎｔｈｅｒ）的
急性中毒肝胰脏病变症状［１１］基本一致。且徐永江在 Ｃｕ２＋对
半滑舌鳎鳃研究中发现，重金属对胚胎发育的毒性由大到小

依次为Ｃｕ＞Ｈｇ＞Ｃｄ＞Ｚｎ＞Ｐｂ［１１］，可见 Ｃｕ２＋对水生动物的毒
性还是很强的。

３．３　Ｃｕ２＋对ＳＯＤ活性的影响
ＳＯＤ作为保护酶系统，能维持体内活性氧的产生和清除

的动态平衡，防止自由基的毒害，是机体防御过氧化损害系统

的关键酶之一。徐立红等认为，在生理状态下，当某些污染物

在体内进行生物转化时会产生氧化还原循环生成大量活性

氧，如 Ｏ－２·、·ＯＨ、Ｈ２Ｏ２等，这些活性氧又可使 ＤＮＡ断裂、
脂质过氧化、酶蛋白失活等，从而引起机体氧化应激反应，在

这些活性氧产生及转化中 ＳＯＤ等起着非常重要的作用［１２］。

唐学玺等研究表明，当生物体受到重度逆境胁迫时，ＳＯＤ活
性通常会降低，使生物体内积累过量的活性氧，从而导致生物

体的伤害［１３］。本试验结果发现，随着浓度升高和试验时间延

长，Ｃｕ２＋对肝脏 ＳＯＤ活性的抑制越来越明显。在高浓度
Ｃｕ２＋胁迫下，草鱼肝胰组织内的ＳＯＤ活性极显著下降，因此，
Ｃｕ２＋胁迫下ＳＯＤ活性的降低、过量的活性氧很可能是 Ｃｕ２＋

对草鱼形成毒害的重要原因之一。由于草鱼肝胰脏组织

ＳＯＤ活性的降低程度与水体Ｃｕ２＋污染水平有一定的关系，这
一现象可否用Ｃｕ２＋作为检测水体污染的一种生物学指标，还
有待进一步深入研究。
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应用康奈尔净碳水化合物／蛋白质体系评价
甜高粱、玉米秸秆的营养价值

王宏博，郭　宪，褚　敏，梁春年，裴　杰，阎　萍
（中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所／甘肃省牦牛繁育工程重点实验室，甘肃兰州７３００５０）

　　摘要：在甜高粱种植区分别采集拔节期、成熟期和青贮的样品１０个，在玉米种植区分别采集成熟期玉米秸秆和青
贮玉米秸秆样品１０个，应用康奈尔净碳水化合物－蛋白质体系中碳水化合物和含氮化合物的分类方法，测定粗饲料
营养成分，计算其碳水化合物和蛋白质组分，并进行分类分析。结果表明，甜高粱、玉米秸秆的可溶性粗蛋白质主要是

非蛋白氮，真蛋白质含量相对较少。从结构性碳水化合物的可利用性方面比较，青贮玉米秸秆质量最好，青贮甜高粱

秸秆次之，成熟期甜高粱秸秆、拔节期甜高粱秸秆稍差，成熟期玉米秸秆质量最差。从非结构性碳水化合物的含量比

较，成熟期甜高粱秸秆质量最好，青贮甜高粱秸秆、成熟期玉米秸秆次之，拔节期甜高粱秸秆稍差，青贮玉米秸秆最差。

从真蛋白质含量及其可利用性方面比较，拔节期甜高粱秸秆质量最好，青贮玉米秸秆次之，青贮甜高粱稍差，成熟期甜

高粱秸秆和成熟期玉米秸秆质量最差。甜高粱的收割时间以拔节期较为适宜。
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　　甜高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍｄｏｃｈｎａ）是普通高粱（Ｓ．ｂｉｃｏｌｏｒ）的一个
变种，除具有普通高粱的一般特征外，其茎秆富含糖分，营养

价值高，是世界上生物学产量最高的作物之一［１］。甜高粱具

有很强的抗逆力，种植地域很广泛，热带、亚热带、温带均可种

植，具有很强的适应性，作为家畜饲料具有明显优势［２］，既可

做牧草放牧，又可刈割做青饲、青贮、干草。目前对于甜高粱

的营养评价仅限于饲养试验，对其营养价值效果未做深入研

究［２］。２０世纪９０年代，美国康奈尔大学的动物营养学者提
出了康奈尔净碳水化合物－蛋白质体系（Ｃｏｒｎｅｌｌｎｅｔｃａｒｂｏｈｙ
ｄｒａｔｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＣＰＳ），该体系是一个基于瘤胃降
解特征的饲料评价体系，通过准确的化学分析方法对饲料组

分含量进行分析，利用体外法等方法评价组分的瘤胃降解速

率，结合瘤胃微生物生长的机理模型、消化道流通速度模型、

动物消化生理模型等，预测饲料组分的瘤胃降解量、过瘤胃

量、瘤胃微生物产量、小肠可利用量等，该过程中还综合考虑

了瘤胃氮缺乏以及 ｐＨ值变化对瘤胃消化的影响，对饲料的
生物学价值和动物生产性能进行了有效、准确的预测。

ＣＮＣＰＳ在北美洲、欧洲、非洲的一些国家己经开始用于指导
生产，并且取得了很好的效果。我国对ＣＮＣＰＳ的应用研究始
于１９９９年，经过十几年研究，在 ＣＮＣＰＳ饲料组分数据库、模
型验证及改进方而取得了一定的研究进展［３－８］。但是，应用

ＣＮＣＰＳ对甜高粱营养价值的研究尚未见报道。本研究根据
ＣＮＣＰＳ原理和方法对甜高粱和玉米秸秆的营养成分进行分
析，进一步完善我国甜高粱饲料 ＣＮＣＰＳ数据库，旨在为
ＣＮＣＰＳ在我国畜牧养殖业中的推广应用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集与制备
在甘肃省武威市民勤县分别在甜高粱拔节期、收割期采

集甜高粱样品、玉米秸秆、玉米青贮各１０个。
甜高粱、玉米秸秆样品采集方法：在甜高粱、玉米秸秆地
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