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茜素红S对中华倒刺鲃幼鱼不同组织抗氧化酶活性和

脂质过氧化的影响

吴金明1    霍来江1, 2    杜    浩1    辛苗苗1, 3    张    磊1, 2    危起伟1, 2

(1. 中国水产科学研究院长江水产研究所, 农业部淡水生物多样性保护重点实验室, 武汉 430223; 2. 华中农业大学水产学院,
武汉 430070; 3. 西南大学生命科学学院, 重庆 400715)

摘要: 以中华倒刺鲃幼鱼[平均体长(12.3±0.6) cm, 平均体重(41.8±3.6) g]为研究对象, 通过测定不同浓度茜素

红S溶液(ARS)浸泡24h后肝脏、脑和鳃组织中抗氧化酶(SOD、CAT、GSH-Px)的活性和丙二醛(MDA)含量,
评估ARS对中华倒刺鲃幼鱼的生理生化影响。结果表明: 除脑组织GSH-Px随着ARS浓度的升高而不断升高

外, 肝脏、鳃和脑组织的抗氧化酶活性均表现为低浓度被诱导而高浓度受抑制的规律, 与ARS浓度呈抛物线

型剂量效应关系。肝脏、鳃、脑组织抗氧化酶活性达到最大值所对应的浓度分别是300、300和400 mg/L。
除鳃部MDA含量随着茜素红S浓度升高不断升高外, 脑和肝脏组织的丙二醛含量随着ARS浓度的升高呈现出

先降低后上升趋势。根据试验的结果, 推荐120—200 mg/L为ARS染色标记中华倒刺鲃幼鱼(体长10 cm)的适

宜浓度。
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中华倒刺鲃(Spinibarbus sinensis), 俗称乌鳞、

青波, 隶属鲤形目(Cypriniformes)、鲤科(Cyprini-
dae)、鲃亚科(Barbinae)、倒刺鲃属(Spinibarbus)。
主要分布于长江上游水系, 为长江上游主要的经济

鱼类之一
[1]
。具有个体大, 生长快, 食性杂, 抗病能

力强, 肉质肥嫩等特点
[2]
。近年来, 由于过度捕捞及

栖息地质量退化, 自然种群资源量日趋枯竭
[3]
。为

维持和恢复中华倒刺鲃的自然资源, 近年来, 在长

江上游开展了多次增殖放流活动。据不完全统计,
2011—2015年, 在万州、宜宾、赤水等江段放流全

长8—10 cm中华倒刺鲃幼鱼超过50万尾(吴金明等,
未发表数据)。对增殖放流的中华倒刺鲃幼鱼进行

标记, 有助于科学评估人工增殖放流效果。由于放流

的苗种数量多且苗种规格较小, 在实际操作中一般

采用茜素红S (alizarin red S, ARS)溶液(100—200 mg/
L)染色进行批量标志。茜素红S为荧光染料的一种,
能与鱼体组织中的钙结合而形成颜色标记, 具有操

作简便、节省成本等特点
[4]
。

荧光染料作为外源物质进入鱼体, 势必会对鱼

类的生理生化产生影响。当外源物质进入鱼体后,
体内会产生大量活性氧(O2

–·、·OH、H2O2), 体内

活性氧积累过多会对生物体造成氧化损伤, 导致机

体DNA断裂、脂质过氧化等
[5], 丙二醛(MDA)是膜

脂质过氧化作用的产物之一, 丙二醛的含量水平可

反映细胞脂质过氧化程度
[6, 7]

。同时, 生物体为防

止过量活性氧所造成的伤害和保持其内环境的平

衡, 体内的抗氧化酶系统会对活性氧自由基进行清

除, 以达到抵御氧化损伤的目的。主要的抗氧化酶

包括超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、
谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)等[8, 9]

。通过检测鱼

体组织(脑、肝脏、鳃等)中抗氧化酶活性和丙二醛

(MDA)含量可评估外源性物质对鱼体生理生化的

影响。因此, 本研究采用抗氧化酶活性及丙二醛含

量指标研究不同浓度ARS浸泡染色对中华倒刺鲃
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幼鱼生理生化的影响, 以期掌握染色标记的安全浓

度, 为开展中华倒刺鲃的标记放流提供科学参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

中华倒刺鲃幼鱼购于重庆合川区三江养殖场,
运至长江水产研究所(武汉)暂养, 两周后挑选体质

健壮、规格均匀、反应灵敏的个体用于实验, 暂养

期间每日以正大幼鱼饲料(粗蛋白>30%, 粗脂肪

4%, 粗纤维<10%, 粗灰分<15%, 水分<13%)早晚各

投喂1次。在进行正式实验之前停食24h。随机抽

取20尾中华倒刺鲃幼鱼测得其体长(12.3±0.6) cm,
体重(41.8±3.6) g。
1.2    试验条件

试验所用的ARS(C14H7NaO7S, 分子量: 342.26,
分析纯 ,  国药集团化学试剂有限公司)首先配成

1000 mg/L的母液, 预实验及正式实验时稀释成相

应的质量浓度。试验在透明钢化水族箱中进行(长
38 cm×宽23 cm×高26 cm), 采用便携式多参数水质

分析仪(YSI-ADV6600)对pH、温度、溶氧、氨

氮、硬度等水质参数进行监测。实验用水为净水

器处理后再曝气1d的自来水。所有的水族箱在实

验期间充分曝气, 在自然光下进行。实验期间不换

水 ,  不投饵 ,  测得实验水体温度(22±0.5)℃ ,  pH
7.2—7.8, 溶氧量7.5—9.6 mg/L, 硬度(20±3) mg
CaCO3/L, 总氨氮<0.01 mg/L。
1.3    实验方法

为确定药液质量浓度大致范围, 预实验设定

0、100、300、500、700和1000 mg/L共6个浓度组,
每个浓度组放12尾中华倒刺鲃幼鱼, 观察24h, 确定

不引起死亡的ARS最大浓度和100%致死质量浓

度。预实验结果表明, 0、100、200、300和500 mg/L
浓度组的死亡率为0, 700 mg/L浓度的死亡率为

16.7%, 1000 mg/L浓度组的死亡率为100%。正式

实验在0 对照组和最大耐受质量浓度之间按等差数

列设置6个ARS质量浓度组 ,  分别为 :  0、100、
200、300、400 和500 mg/L。各浓度组设3个平行

组, 每组浓度投放10尾中华倒刺鲃幼鱼, 浸泡24h后,
在各浓度组中分别随机取3尾中华倒刺鲃幼鱼, 经
过200 mg/LMS-222麻醉后, 迅速取出相应的脑、

鳃、肝脏组织并放入5 mL塑料离心管中, 置–20℃
冰箱保存, 测定不同浓度处理组中华倒刺鲃幼鱼不

同组织的SOD、CAT、GSH-Px活性和MDA含量。

1.4    组织匀浆的制备及酶活性的测定

用预冷的生理盐水漂洗去血液, 剪去肝脏表面

附着的结缔组织, 再用滤纸吸去表面水分, 称取适

量的样品, 按质量鲶体积=1鲶10加入4℃预冷的生理

盐水, 在冰浴条件下, 用超声波进行匀浆。匀浆液

用冷冻离心机在4000 r/min下离心10min, 取上清液

备用。

样品上清液中蛋白含量的测定采用考马斯亮

蓝比色法, SOD测定采用黄嘌呤氧化法改进的方

法——羟胺法 ,  CAT测定采用一般分光光度法 ,
GSH-Px测定采用5, 5′-二硫代硝基苯甲酸(DTNB)
比色法, 丙二醛(MDA)测定采用TBA法, 试剂盒均

购自南京建成生物工程研究所, 操作按试剂盒说明

进行。SOD活性单位定义为每毫克组织蛋白在1 mL
反应液中, SOD抑制率达到50%时所对应的SOD量

为1个活性单位(U); GSH-Px活性单位定义为每毫

克组织蛋白, 每分钟扣除非酶反应的作用, 使反应

体系中GSH浓度降低1 μmol/L为1个酶活性单位(U);
CAT酶活性单位定义为每毫克组织蛋白每秒分解

浓度降低1 μmol的H2O2的量为1个活性单位(U)。
1.5    数据处理

实验所得数据首先录入Excel 2007表格, 然后

通过SPSS 17.0软件进行单因素方差分析(one-way
ANOVA)和Duncan多重比较(P<0.05表示差异显

著)。采用SPSS 17.0软件作图。

2    结果

2.1    脑组织抗氧化酶的活性

不同浓度浸泡中华倒刺鲃幼鱼, 其脑组织中

SOD酶和CAT酶的活性随着浸泡浓度的升高先升

后降(图 1、图 2), 当ARS浓度为400 mg/L时, SOD
酶和CAT酶的活性达到最大值, 分别为(38.16±0.52)
和(3.27±0.07) U。虽然100 mg/L浓度组与对照组无

显著性差异, 但其他浓度组的酶活性均显著高于对

照组(P<0.05)。除100 mg/L浓度组GSH-Px酶活性

与对照组无显著性差异外, 其他浓度组均显著高于

对照组(P<0.05), 且表现出随着浸泡浓度升高而持

续升高的趋势(图 3)。总体而言, ARS对中华倒刺

鲃幼鱼脑组织SOD、CAT、GSH-Px酶活性表现出

诱导的作用。

2.2    鳃组织抗氧化酶的活性

随着ARS浓度的升高, 鳃组织SOD酶活性趋势

表现为先降低后升高再降低的趋势(图 1), 当ARS
浓度为300 mg/L时, SOD酶活性达到最大值(11.30±
0.10) U, 显著高于对照组(8.61±0.05) U (P<0.05), 100
和500 mg/L浓度组中, SOD酶活性显著低于对照组

(P<0.05), 表现为抑制作用, 其他浓度组的SOD酶活
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性显著高于对照组(P<0.05), 表现为诱导作用。鳃

组织CAT酶活性随着ARS浓度升高表现为先升高

后降低的趋势(图 2)。当ARS浓度达300 mg/L时,
CAT酶活性达到最大值(4.29±0.18) U, 显著高于对

照组(2.44±0.05) U (P<0.05), 除500 mg/L浓度组

CAT显著低于对照组(P<0.05), 表现为抑制作用外,

其他浓度组均显著高于对照组(P<0.05), 表现为诱

导作用。鳃组织GSH-Px酶活性的检测结果显示(图
3), 200和300 mg/L浓度组显著高于对照组(P<0.05),
表现为诱导作用, 400 mg/L与对照组无显著性差异

(P>0.05), 而100和500 mg/L浓度组显著低于对照组

(P<0.05), 表现为抑制作用。

2.3    肝脏组织抗氧化酶的活性

当ARS浓度达300 mg/L时, 肝脏内SOD酶活性

达到最大值(110.39±0.90) U, 显著高于对照组(93.12±
1.50) U (P<0.05), 100和500 mg/L浓度组的SOD酶

活性显著低于对照组(P<0.05), 表现为抑制作用, 其
他浓度组SOD酶活性显著高于对照组(P<0.05)(图
1)。肝脏组织CAT酶活性随着ARS浓度升高表现

为先升高后降低的趋势(图 2)。当ARS浓度为300 mg/
L时, CAT酶活性达到最大值(86.00±0.34) U, 显著

高于对照组(66.95±0.33) U (P<0.05), 除500 mg/L浓
度组CAT显著低于对照组(P<0.05), 表现为抑制作

用外, 其他浓度组均显著高于对照组(P<0.05), 表现

为诱导作用。肝脏组织GSH-Px酶活性变化趋势无

规律性(图 3)。200、300和400 mg/L浓度组GSH-
Px酶活性显著高于对照组(P<0.05), 表现为诱导作

用, 而100和500 mg/L浓度组GSH-Px酶活性无显著

性差异(P>0.05)。
2.4    各组织中丙二醛(MDA)的含量

不同浓度ARS浸泡24h后, 中华倒刺鲃幼鱼不

同组织MDA含量的变化如图 4所示: 随着ARS浓度

不断升高, 脑组织MDA含量变化趋势是先降低后

升高, 200、300和400 mg/L浓度组显著低于对照组

(P<0.05), 而100和500 mg/L浓度组的MDA含量与

对照组无显著性差异(P>0.05)。鳃组织中MDA含

量随ARS浓度的升高持续升高, 除100 mg/L浓度组

与对照组无显著性差异外(P>0.05), 其他浓度组

MDA含量都显著高于对照组(P<0.05)。肝脏组织

中MDA含量随着浸泡浓度的升高先下降后上升,
100 mg/L浓度组显著低于对照组(P<0.05), 200和
300 mg/L浓度组与对照组无显著性差异(P>0.05),
400和500 mg/L浓度组显著高于对照组(P<0.05)。

3    讨论

3.1    ARS对中华倒刺鲃幼鱼不同组织抗氧化酶系

统的影响

抗氧化酶的变化通常被用作机体受到外源有

机污染物暴露胁迫时的早期指示信号
[10]
。鱼体中最

主要的抗氧化保护来源于SOD、CAT以及GSH-Px
等抗氧化酶, 这些酶能维持胞内超氧阴离子(O2

–·)
和过氧化氢(H2O2)水平的稳定

[11, 12]
。

图 1    不同浓度ARS溶液浸泡24h后中华倒刺鲃幼鱼各组织中

的SOD活性

Fig. 1    Effects of ARS on SOD activity in different tissues of
juvenile Spinibarbus sinensis
不同字母表示同一组织的组间有显著性差异(P<0.05); 下同

Different  letter  means  significant  difference  between  groups
(P<0.05); the same applies below

图 2    不同浓度ARS溶液浸泡24h后中华倒刺鲃幼鱼各组织中

的CAT活性

Fig. 2    Effects of ARS on CAT activity in different tissues of
juvenile Spinibarbus sinensis exposed

图 3    不同浓度ARS溶液浸泡24h后中华倒刺鲃幼鱼各组织中

的GSH-Px活性

Fig. 3    Effects of ARS on GSH-Px activity in different tissues of
juvenile Spinibarbus sinensis
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SOD和CAT是清除活性氧自由基的重要酶蛋

白, 对机体细胞损伤后的氧化过程和吞噬作用具有

很强的防御功能。通常认为: SOD在清除活性氧的

过程中最早发挥作用, 它首先促使O2
–·歧化为H2O2

和H2O, 随后CAT再将H2O2催化为H2O和O2, 从而

达到为机体解毒的目的
[13], 在本实验中, ARS浸泡

胁迫下中华倒刺鲃幼鱼肝脏、鳃、脑组织SOD、CAT
活性变化趋势大致相同, 都呈先升高再降低的变化

规律, 表现出毒性实验中较常见的抛物线型剂量效

应关系。即低浓度ARS对抗氧化酶起诱导作用, 而
高浓度ARS对抗氧化酶起抑制作用。这与王凡等

[14]
、

胡蓉等
[15]

分别对牙鲆(Paralichthys olivaceus)和鲫

(Carassius auratus)的抗氧化酶研究结果一致。例

外的是, 100 mg/L浓度组的肝脏和鳃中SOD活性显

著低于对照组, 可能是鱼体处于氧化应激状态, 机
体的代谢增强, 产生较多活性氧, 机体通过消耗一

部分SOD来防止活性氧在体内的积累, 致使SOD含

量暂时降低。当ARS浓度增加时, 肝脏和鳃组织的

SOD和CAT活性开始受到诱导, 明显升高。毒物在

低浓度下所出现的增益是其在无毒情况下的刺激

反应, 被Stebbing[16]
称为“毒物兴奋效应”。500 mg/L

浓度组的鳃和肝脏中的SOD和CAT明显受到抑制,
出现“毒物抑制效应”。从不同组织抗氧化酶CAT
和SOD活性测定结果来看, 500 mg/L浓度组时, 幼
鱼的肝脏, 鳃组织已受到损伤, 而脑组织暂时未受

到损伤。

GSH-Px是机体内广泛存在的一种重要的过氧

化物分解酶, 在消除细胞中过氧化氢方面具有与CAT
相似的能力

[17]
。经ARS浸泡, 肝脏组织和鳃组织

GSH-Px活性随着浓度提高整体呈现先升高后降低

的趋势, 出现“低促高抑”规律。与赵鹏等
[18]

关于钙

黄绿素对刺参抗氧化酶研究结果一致。而脑组织

GSH-Px活性随着浓度提高呈现不断升高趋势, 可
能是脑组织对ARS的耐受度比较高, 未超过脑组织

的阈值。100 mg/L浓度组时, 鳃组织的GSH-Px活
性低于对照组, 可能是由于SOD催化氧自由基生成

较多的过氧化氢消耗掉大量的GSH-Px致使其活性

降低。而肝组织GSH-Px活性在300 mg/L浓度组中

有小幅度回落, 可能与肝脏中抗氧化酶系统中不同

氧化酶发挥作用的阶段不同相关, 与肝脏中CAT产
生一定的竞争作用导致的, 其详细的生理过程需要

进一步的研究。

3.2    ARS对中华倒刺鲃幼鱼不同组织脂质过氧化

的影响

丙二醛(MDA)是一种高活性的脂质过氧化产

物, 其体积质量分数的变化既可用作脂质过氧化程

度的衡量指标, 也可间接反映机体内活性氧的累

计
[19]

。在本研究中, MDA的含量在不同组织中具

有较大差异, 从大到小依次为脑、鳃、肝脏, 这种

组织特异性可能与器官组织执行的生理功能和代

谢水平有关。在本研究中, 肝脏和脑组织中的MDA
含量随着ARS浓度升高均表现出先降低再升高的

趋势。其原因在于鱼体处于低浓度组时, 机体不同

组织处于氧化应激状态, 刺激机体抗氧化酶系统产

生足够多SOD、CAT、GSH-Px抗氧化酶来消除氧

自由基, 减轻脂质过氧化作用, 导致机体MDA的含

量降低, 当ARS浓度超过机体能承受的范围之后,
机体会因为过量的氧自由基产生, 加剧脂质过氧化,
进而使细胞膜膜结构和功能遭受破坏, MDA含量

迅速升高, 这种“低抑高促”效应与汪承润等
[20]

研究

结果一致。鳃组织中的MDA含量在100 mg/L时与

对照组无显著性差异, 但随着浸泡浓度升高而持续

升高, 这也表现出鳃组织的敏感性, 依据最低可观

察效应质量浓度(LOEC), 本实验中肝脏、脑、鳃

组织MDA的LOEC分别是400、>500和200 mg/L。
3.3    ARS对中华倒刺鲃幼鱼浸泡标记的合理浓度

谭树华等
[28]

指出抛物线顶点所对应的污染浓

度可认为是生物对此污染物的耐受阈值, 超过了这

个耐受阈值, 相应酶活性就开始降低, 也是生物发

生中毒反应的前兆
[29]

。由于组织特异性和敏感性

不同, 中华倒刺鲃幼鱼各组织的耐受阈值并不相同。

根据本研究的结果, 脑、鳃和肝脏组织中SOD和CAT
活性顶点对应的浓度分别为400、300和300 mg/L,
GSH-Px活性顶点对应的浓度分别为>500、300和
200 mg/L, 另外结合肝脏、脑、鳃组织MDA的

LOEC情况, 依据最低阈值原则, 当浸泡浓度小于

200 mg/L时, 对鱼体抗氧化酶活性和脂质过氧化的

影响较小。根据靳建波等
[21]

对秦岭细鳞鲑仔鱼浸

图 4    不同浓度ARS溶液浸泡24h后中华倒刺鲃幼鱼各组织中

的MDA含量

Fig. 4    Effects of ARS on MDA content in different tissues of
juvenile Spinibarbus sinensis
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泡效果的浓度推荐(120 mg/L)以及本研究预实验中

对死亡率的观测, 推荐10 cm左右的中华倒刺鲃幼

鱼可使用120—200 mg/L的浓度进行染色标记。
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PRELIMINARY STUDY OF THE ALIZARIN RED S EFFECT ON ANTIOXIDANT
ENZYMES ACTIVITY AND LIPID PEROXIDATION OF SPINIBARBUS

SINENSIS JUVENILES

WU Jin-Ming1, HUO Lai-Jiang1, 2, DU Hao1, XIN Miao-Miao1, 3, ZHANG Lei1, 2 and WEI Qi-Wei1, 2

(1. Key Laboratory of Freshwater Biodiversity Conservation and Utilization, Ministry of Agriculture of China, Yangtze River
Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China; 2. Fisheries College

of Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 3. School of Life Science, Southwest University,
Chongqing 400715, China)

Abstract: To assess the physiological and biochemical effect of Alizarin red S (ARS) on Spinibarbus sinensis juve-
niles, antioxidant enzymes (SOD, CAT, GSH-Px) activity and malondialdehyde (MDA) content of liver, brain and gill
tissue were detected after 24h treatment in ARS. The results showed that brain GSH-Px activity increased continuously
with rising concentration of ARS, other antioxidant enzymes activities in brain and antioxidant enzymes activities in
both gill and liver were increased firstly and then decreased, which showed a parabolic dose-response relationship with
the ARS concentration. Antioxidant enzyme activity in liver, gills and brain reached to the maximum at the concentra-
tion of 300, 300 and 400 mg/L, respectively. The MDA content of brain and liver firstly decreased and then increased
with the rising concentration of  ARS, but  gill  MDA content  was increased continuously.  These results  suggest
120—200 mg/L of ARS for marking S. sinensis juveniles.

Key words: Alizarin red S; Spinibarbus sinensis; Antioxidant enzyme; Malondialdehyde
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