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　　稀土元素是镧系元素和钇 、钪两种元素的统称。 自 20

世纪 70年代人们揭示了稀土元素的作用效果后 , 稀土元素

已被广泛应用于农 、畜牧及水产养殖业。农业上适当使用微

量稀土 , 能促进植物生长发育 , 作物增产。饲料里添加稀土 ,

能促进畜 、禽和水产养殖动物的生长 ,提高饲料利用率 [ 1]等。

但随着稀土元素的广泛应用 ,必定导致大量的可溶性稀土进

入水生生态环境 , 因此研究稀土对水体的影响 , 特别是对水

生动植物有机体的长期潜在影响 ,将显得极为重要。过氧化

物酶(ＰＯＤ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)广泛存在于鱼体中 , 是

鱼体抗氧化作用的重要酶类 ,过氧化脂质(ＬＰＯ)含量反映着

机体脂质过氧化物形成速率的强度 , ＳＯＤ、ＰＯＤ活性以及

ＬＰＯ含量都可以用来评价污染物对水生生物的影响 [ 2] 。目

前稀土元素对动物 ＰＯＤ、ＳＯＤ和ＬＰＯ影响的研究结果 , 主要

是从哺乳类得来的 , 而对鱼类抗氧化物酶活性及脂质过氧化

水平的研究则少见报道 , 特别是长期暴露的影响则未见报

道。同工酶是在分子水平上检测有机体生理 、生化变化非常

灵敏的指标 , 能迅速反映出机体代谢过程的改变 , 是探索稀

土元素对生物体代谢过程影响方式的重要手段。但至今为

止 , 国内外尚未见稀土元素对鱼类超氧化物歧化酶和酯酶

(ＥＳＴ)同工酶影响的报道。因此 , 本实验选择了养殖意义较

大的鲤鱼为实验对象 ,将鲤鱼长期暴露于不同浓度的氯化镧

溶液中 120ｄ, 深入研究了稀土元素镧对鲤鱼脑 、肌肉 ＰＯＤ、

ＳＯＤ活性 、ＬＰＯ含量以及 ＳＯＤ、ＥＳＴ同工酶的影响 ,期望能为

稀土元素的科学应用 , 探索稀土元素的作用机理 , 评价稀土

元素对水生生物及水环境的潜在影响提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物和试剂　鲤鱼由菏泽市刘寨乡刘寨种鱼养殖

厂提供 , 体长 (12.00 ±0.30)ｃｍ, 体重(20.25 ±3.59)ｇ。

ＬａＣｌ
3
,国产分析纯。

1.2　实验动物的处理　实验前 , 将鲤鱼暂养在无离子水中 ,

驯养 1周 , 再进行预实验。根据 96ｈＬａＣｌ3的半致死浓度

(11.49ｍｇ/Ｌ),设定 0.01、 0.1、2、5ｍｇ/Ｌ等 4个处理组浓度及

1个无离子水对照组。每组处理液均为 10Ｌ, 鲤鱼 10条。用

充氧机充氧 , 每日上午喂金鱼饵料(不含稀土元素)1次 , 每 2

天换水 1次 , 水温 10— 15℃。暴露实验共进行 120ｄ, 然后从

每个处理组各取鲤鱼 6条(3条用于酶活力测定 , 3条用于同

工酶分析),擦干后测量体长 , 体重 ,分离出脑和肌肉。

1.3　酶液的提取　测定酶活性的提取液为 0.65%的生理盐

水 , 测定同工酶的提取液为Ｔｒｉｓ-甘氨酸电极缓冲液。组织质

量与提取液体积之比为 ｗ(ｇ)∶ｖ(ｍＬ)=1∶4。匀浆 、离心

(4℃, 10000ｒ/ｍｉｎ, 20ｍｉｎ)上清液置于 4℃的冰箱内备用。

1.4　蛋白质含量和酶活性的测定　蛋白质测量采用考马斯

亮蓝法 [ 3] , 以牛血清白蛋白为标准。ＳＯＤ酶活性的测定采用

邻苯三酚法 [ 4] 。活力单位定义为每毫克蛋白 ,每分钟抑制邻

苯三酚自氧化速率达 50%时的酶量为一个活力单位。

ＰＯＤ酶活性的测定采用愈创木酚法 [ 5] , 活力单位定义为

每分钟 Ａ470变化 0.01为 1个过氧化物酶活力单位。

ＬＰＯ的测定采用硫代巴比妥酸法 [ 6] , 按如下公式计算

ＬＰＯ含量。

过氧化脂质(ＬＰＯ)含量 (μｍｏｌ/ｍｇｐｒｏ.)
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=(Ａ532 -Ａ600)×Ｖ/155×Ｍ

Ｖ为上清液 ,即反应离心之后的上清液;155为 1ｍｍｏｌ三

甲川在 532ｎｍ处的摩尔吸收系数;Ｍ为反应液内相对标准牛

血清蛋白的蛋白质相对含量。

1.5　数据处理　利用ＳＰＳＳ软件 , 求出平均值 ±标准误差 ,

并在各实验处理组与对照组之间进行ｔ检验 , 取显著性水平

为 0.05。

1.6　超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)和酯酶(ＥＳＴ)同工酶的电泳和

染色　采用不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳法 , 电泳液为

0.05ｍｏｌ/ＬＴｒｉｓ-甘氨酸(ｐＨ 8.3)缓冲液 , 用前稀释 10倍。

ＳＯＤ、ＥＳＴ分离胶质量分数分别为 8%、7.5%, 浓缩胶质量分数

均为 5%,每点样孔点样 10μＬ。电泳完毕后 , ＳＯＤ同工酶染

色采用活性负染色法 [ 7] 。ＥＳＴ同工酶染色按文献[ 8]进行。

2　结　果

2.1　镧对脑和肌肉超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)和过氧化物酶

(ＰＯＤ)活性的影响

表 1为鲤鱼暴露于 ＬａＣｌ3溶液 120ｄ后 ,各处理组脑和肌

肉 ＳＯＤ活性值。从中可看出 , 除 0.1ｍｇ/Ｌ组脑 ＳＯＤ活性值

略高于对照组外 , 其余各浓度组脑 ＳＯＤ活性值均低于对照 ,

但经 ｔ检验 , 差异不显著(ｐ>0.05)。肌肉 ＳＯＤ活性值 , 随

ＬａＣｌ3浓度的升高而降低 , 但均显著低于对照 , 即受到了明显

的抑制作用(ｐ<0.05或ｐ<0.01)。这说明在镧离子的长期

作用下 , 镧对脑 、肌肉 ＳＯＤ活性的影响表现出了一定的组织

差异性。

表 1　Ｌａ3 +对鲤鱼脑和肌肉ＳＯＤ活性的影响

Ｔａｂ.1　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬａ3+ｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＯＤｉｎｂｒａｉｎａｎｄｍｕｓｃｌｅ

ｏｆＣ.ｃａｒｐｉｏ(ｘ±ｓ,ｎ=3)

Ｌａ3 +浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ｍｇ/Ｌ)

ＳＯＤ酶活力Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ(Ｕ/ｍｇｐｒｏ.)

脑Ｂｒａｉｎ 肌肉Ｍｕｓｃｌｅ

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ 105.321 ±11.006 104.920 ±25.942

0.01 101.710 ±18.715 50.180 ±16.042＊

0.1 115.690 ±5.864 34.788± 10.439＊

2 87.004 ±9.363 17.948 ± 10.802＊＊

5 77.200 ±28.899 5.230 ± 1.826＊＊

　　＊表示与对照组相比差异显著(ｐ<0.05);＊＊差异极显著(ｐ<

0.01);下同

＊ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｒｅｍａｒｋａｂｌｅ(ｐ<0.05);＊＊ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｅｘ-

ｔｒｅｍｅｌｙｒｅｍａｒｋａｂｌｅ(ｐ<0.01);Ｔｈｅｓａｍｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ

从表 2可看出 , 脑ＰＯＤ活性值随 ＬａＣｌ3浓度的升高而降

低 , 但均显著高于对照(ｐ<0.05),而且 0.01ｍｇ/Ｌ组ＰＯＤ活

性值最高 , 是对照组的 3.295倍。肌肉 ＰＯＤ活性值在 0.01、

0.1ｍｇ/Ｌ组也显著高于对照(ｐ<0.05)。 而且 , 0.1ｍｇ/Ｌ组

ＰＯＤ活性值最高 , 是对照组的 1.790倍。当 ＬａＣｌ3浓度升至

2ｍｇ/Ｌ、5ｍｇ/Ｌ时 ,ＰＯＤ活性值则由略高于对照转化为略低于

对照 , 但与对照组相比 ,经 ｔ检验 , 相差并不显著(ｐ>0.05)。

这说明在镧离子的长期作用下 , 镧对脑和肌肉 ＰＯＤ活性的

影响也表现出了一定的组织差异性 ,较低浓度的镧能显著促

进脑 、肌肉ＰＯＤ的活性。

表 2　Ｌａ3+对鲤鱼脑和肌肉ＰＯＤ活性的影响

Ｔａｂ.2　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬａ3+
ｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＯＤｉｎｂｒａｉｎａｎｄｍｕｓｃｌｅ

ｏｆＣ.ｃａｒｐｉｏ(ｘ±ｓ,ｎ=3)

Ｌａ3 +浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ｍｇ/Ｌ)

ＰＯＤ酶活力Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ(Ｕ/ｍｇｐｒｏ.)

脑Ｂｒａｉｎ 肌肉Ｍｕｓｃｌｅ

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ 52.641 ±7.167 49.724±12.989

0.01 173.481±28.135＊ 73.921 ±7.899＊

0.1 158.352±16.148＊ 89.015 ±5.716＊

2 107.716±4.539＊ 52.718± 9.99

5 79.955 ±10.430＊ 33.536 ±9.894

2.2　镧对脑和肌肉过氧化脂质(ＬＰＯ)水平的影响

从表 3可看出 , 0.01、 0.1ｍｇ/Ｌ组 , 脑 ＬＰＯ含量低于或等

于对照组 ＬＰＯ含量 , 且与对照组相比无显著性差异(ｐ>

0.05)。肌肉 ＬＰＯ含量显著低于对照组 ＬＰＯ含量(ｐ<

0.05);2ｍｇ/Ｌ组 , 脑 、肌肉 ＬＰＯ含量均略高于相应对照组

ＬＰＯ含量;5ｍｇ/Ｌ组 , 脑 、肌肉 ＬＰＯ含量均显著高于相应对照

组 ＬＰＯ含量(ｐ<0.05)。这说明在镧离子的长期作用下 , 低

浓度的镧能抑制脑 、肌肉脂质过氧化 , 但较高浓度的镧 , 却能

促进脂质过氧化 ,表现出了对细胞膜的损伤作用。

表 3　Ｌａ3 +对鲤鱼脑和肌肉ＬＰＯ含量的影响

Ｔａｂ.3　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬａ3+
ｏｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆＬＰＯｉｎｂｒａｉｎａｎｄｍｕｓｃｌｅ

ｏｆＣ.ｃａｒｐｉｏ(ｘ±ｓ,ｎ=3)

Ｌａ3 +浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ｍｇ/Ｌ)

ＬＰＯ浓度ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＬＰＯ(μｍｏｌ/ｍｇｐｒｏ.)

脑Ｂｒａｉｎ 肌肉Ｍｕｓｃｌｅ

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ 0.0042 ±0.0005 0.0026±0.0002

0.01 0.0038 ±0.0004 0.0021± 0.0003＊

0.1 0.0042 ±0.0001 0.0021 ±0.0001＊

2 0.0053 ±0.0007 0.0027±0.0003

5 0.0068 ±0.0012＊ 0.0044 ±0.0004＊

2.3　镧对脑和肌肉超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)和酯酶(ＥＳＴ)同

工酶的影响

图 1、图 2可看出 , 脑 、肌肉对照组及 ＬａＣｌ3各处理组均只

有 ＳＯＤ1一条酶带 。除 0.1ｍｇ/Ｌ组脑ＳＯＤ1酶带强度与对照

组无显著差别外 , 0.01、2、 5ｍｇ/Ｌ组 , 脑ＳＯＤ1酶带强度均显

著弱于对照。肌肉ＳＯＤ1酶带强度随镧浓度的升高而趋于减

弱 , 但均弱于对照。这与测定的脑和肌肉 ＳＯＤ酶活性变化

规律基本一致 。这说明镧不能分别引起脑 、肌肉 ＳＯＤ同工

酶酶带数目发生变化 , 但能引起 ＳＯＤ同工酶酶带强度发生

变化。

图 3脑ＥＳＴ同工酶酶谱可看出 , 0.1、 2、 5ｍｇ/Ｌ组与对照

组一样都有 4条酶带。从正极到负极依次为 ＥＳＴ1、ＥＳＴ2、

ＥＳＴ3、ＥＳＴ4。而 0.01ｍｇ/Ｌ组 ,缺少了ＥＳＴ3酶带。从酶带强
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弱看 , 各处理组与对照组相比 , ＥＳＴ1和 ＥＳＴ4酶带强弱无变

化;0.1、2、5ｍｇ/Ｌ组ＥＳＴ2酶带 , 较对照组和 0.01ｍｇ/Ｌ组弱;

虽然 0.01、0.1、2、 5ｍｇ/Ｌ组 , ＥＳＴ3酶带由无 、到有 、再变强 ,

但其强度仍明显弱于对照。

从图 4肌肉 ＥＳＴ同工酶酶谱可看出 , 酶带共出现 6条 ,

从正到负极依次为 ＥＳＴ1-ＥＳＴ6。对照组及 0.01、 2ｍｇ/Ｌ组都

出现 5条酶带 , 而 0.1和 5ｍｇ/Ｌ组均出现了 6条酶带 , 新出

现了 ＥＳＴ5酶带 。从酶带强弱看 , ＥＳＴ6酶带 , 0.1ｍｇ/Ｌ组活

性最弱。各 ＬａＣｌ3处理组ＥＳＴ4酶带活性强度基本相同 , 但均

强于对照。随镧浓度的升高 ,ＥＳＴ3酶带强度趋于减弱 , 但均

强于对照。

图 1　鲤鱼脑中ＳＯＤ同工酶电泳图谱

Ｆｉｇ.1　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＳＯＤｉｓｏｚｙｍｅｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｂｒａｉｎｏｆＣ.Ｃａｒｐｉｏ

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ分别代表对照组、 0.01、 0.1、2、5ｍｇ/Ｌ

　　　 组;下同

Ａ, Ｂ, Ｃ, Ｄ, Ｅｍｅａｎｓｃｏｎｔｒｏｌ, 0.01, 0.1, 2,

　　　　5ｍｇ/Ｌｇｒｏｕｐｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ;Ｔｈｅｓａｍｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ

图 2　鲤鱼肌肉中ＳＯＤ同工酶

电泳图谱

Ｆｉｇ.2　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＳＯＤ

ｉｓｏｚｙｍｅｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｍｕｓｃｌｅｏｆ

Ｃ.ｃａｒｐｉｏ

图 3　鲤鱼脑中ＥＳＴ同工酶

电泳图谱

Ｆｉｇ.3　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ

ｏｆＥＳＴｉｓｏｚｙｍｅｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

　　　　ｉｎｂｒａｉｎｏｆＣ.ｃａｒｐｉｏ

图 4　鲤鱼肌肉中ＥＳＴ

同工酶电泳图谱

Ｆｉｇ.4 　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ

ｏｆＥＳＴｉｓｏｚｙｍｅｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ

　　　　ｍｕｓｃｌｅｏｆＣ.ｃａｒｐｉｏ

　　总之 , 镧能使脑酯酶酶带缺失 , 能使肌肉产生新的酯酶

酶带 , 能分别使脑 、肌肉酯酶酶带强度发生明显变化。

3　讨　论

目前的研究认为鱼类对外源物进行生物转化的过程中 ,

可能生成危害性更大的活性氧中间体(ＲＯＩｓ), 如 · ＯＨ-、

·Ｏ-
2 、和Ｈ2Ｏ2 , 这些自由基若不及时消除 ,就会对机体造成

氧化胁迫 , 引起酶失活 、脂质过氧化(ＬＰＯ),并进而引起 ＤＮＡ

损伤及癌症等疾病 [ 9] 。ＳＯＤ、ＰＯＤ都是组成抗氧化防御系统

的重要酶类。鱼体中 ＳＯＤ是一类金属酶 , 含 Ｃｕ、Ｚｎ原子 ,能

催化超氧阴离子自由基(Ｏ-
2 )转化为过氧化物 , ＰＯＤ等酶类

又进一步催化组织中低浓度的过氧化物氧化其他底物 , 清除

过氧化物和 Ｈ2Ｏ2 , 从而降低自由基对机体的损害作用。

目前的研究还认为 , 稀土元素也具有抗氧化作用 , 其作

用机制主要是从体外及哺乳类得来。有研究表明 , 稀土元素

可能与 ＳＯＤ的作用相似 , 具有清除 · ＯＨ-、 · Ｏ-
2 的作

用 [ 10 , 11] 。较低浓度的稀土元素也能有效的防止膜脂质过氧

化 [ 12] 。ＺｅｎｇＦ[ 13]认为 , Ｌａ3 +是通过减少 Ｈ2Ｏ2和 Ｏ
-
2 而减

少·ＯＨ-的生成进而缓解了膜脂质过氧化。关于稀土离子

对 ＳＯＤ、ＰＯＤ的影响 , 有研究认为具有低促高抑的特

点 [ 14 , 15] , 饲喂毒性最低 , 静脉注射毒性最高 [ 16] , 这可能与稀

土离子在体内的累积量有关。冯志祥等 [ 17]研究指出 , Ｚｎ2 +、

Ｃｕ2 +-ＳＯＤ的活性并不受稀土元素的影响 , 但稀土原子可通

过与活性中心外的天冬氨酸和谷氨酸残基配对而间接影响到

Ｃｕ(Ⅱ)的配位环境 ,使之由菱形对称向轴对称方向转变 ,进而

影响了ＳＯＤ的活性。稀土元素对 ＰＯＤ的作用机制目前尚不

清楚。

本实验的研究结果表明 , Ｌａ对鲤鱼肌肉中ＳＯＤ活性有

明显的抑制作用 ,而对脑中ＳＯＤ影响不显著 ,这与陈莹等 [ 18]

“Ｌａ3 +对鲫鱼肝脏ＳＯＤ酶活性的影响 ,在 2— 9ｄ表现为抑制 ,

第 18天则表现为促进”的研究结果不相一致。 原因可能与

Ｌａ3 +在脑 、肌肉中的累积量有关。梁涛等 [ 19]报道 , 鱼对 Ｌａ

的累积量随水相游离Ｌａ3 +浓度增高 、暴露时间增长而增加。

由于鲤鱼长期(120ｄ)暴露在 Ｌａ3 +溶液中 , 肌肉中可能累积

了大量的镧 , 导致肌肉中ＳＯＤ构向发生变化 , 使局部结构变

得松散 , 从而使 ＳＯＤ活性值降低 , 而且 Ｌａ3 +浓度越高 , 累积

量越大 , 对ＳＯＤ的抑制作用越强。而脑中镧的累积量相对

较少 , 所以对脑 ＳＯＤ影响不显著。本研究的结果还表明 ,

Ｌａ3 +对鲤鱼脑和肌肉ＬＰＯ具有低浓度抑制 ,高浓度促进的作

用。原因可能是 , 较低浓度的镧具有清除自由基的作用。

ＷｕＣ, ｅｔａｌ.[ 20]报道 , Ｃｅ3 +能抑制Ｃｄ2+诱导的银鲫ＤＮＡ的损

伤 , 原因是由于Ｃｅ3 +抑制了 Ｃｄ2 +对 ＤＮａｓｅ的激活作用 , 解除

了 Ｃｄ2+对过氧化氢酶 、ＰＯＤ及 ＳＯＤ的抑制作用 , 减少 ＲＯＳ

的累积。本实验中 , 虽然鲤鱼长期暴露于 Ｌａ3 +溶液中 , ＳＯＤ

活性值降低 , 减弱了对·Ｏ-
2的清除作用 , 但较低浓度的镧可

能具有清除 ·Ｏ-
2 、提高 ＰＯＤ活性 、减少 ＲＯＳ累积的作用。

因此较低浓度组脑和肌肉ＬＰＯ值不但未升高 ,而且还显著抑

制了肌肉的脂质过氧化。较高浓度组 , 由于镧的累积量加

大 , 肌肉 ＳＯＤ活性受到了显著抑制 , 对 ＰＯＤ的促进作用减

弱 , 清除·Ｏ-
2的作用消失 , 导致了ＲＯＳ的累积 , 从而使肌肉

的膜脂质过氧化加重。脑的膜脂质过氧化加重 ,可能是镧的

累积直接导致了细胞膜的损伤。这提示我们 , 稀土元素在
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农 、畜牧 、水产等方面的长期应用 , 有可能导致水环境的污

染 , 而最终危害人类。关于稀土元素与活性氧自由基的积累

和 ＳＯＤ、ＰＯＤ等酶的关系等都需要做进一步的深入研究 , 以

探索稀土元素的作用机制。四个处理组及对照组的ＳＯＤ同

工酶谱相似 , 只是活性发生了变化 , 说明 Ｌａ3+并不能影响

ＳＯＤ酶的表达。

酯酶(ＥＳＴ)是一种重要的诊断酶 , 广泛存在于动物的

可溶性部分。它能催化水解大量非生理性存在的脂类化合

物 ,包括一些药物 , 有去毒作用 , 在酯代谢和生物膜的结构

和功能方面发挥重要作用。 有文献表明 , 酯酶同工酶具有

多态性 , 由染色体上不同基因或共显性等位基因译制 [ 21] ,

酯酶同工酶谱的变化灵敏地反映了机体代谢过程的改变 。

但关于稀土元素对鱼类ＥＳＴ同工酶的影响至今未见报道 。

从本实验结果看 ,镧不仅能使脑和肌肉ＥＳＴ同工酶酶带数

量发生变化 , 而且也能使 ＥＳＴ同工酶酶带活性发生变化 。

从分子水平上说明了镧能明显改变 ＥＳＴ同工酶的基因表

达 。因此可以以ＥＳＴ同工酶的变化作为稀土元素对鱼类毒

性胁迫的一项生化指标来监测稀土元素镧对环境的污染

状况。

总之 , 通过本研究表明 ,在镧离子的长期暴露下 , 对鲤鱼

脑和肌肉中 , ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＬＰＯ均表现出了一定的组织差异

性。Ｌａ3 +对ＳＯＤ主要表现为抑制 ,对 ＰＯＤ主要表现为激活 ,

对 ＬＰＯ主要表现为低抑高促。Ｌａ3 +对鲤鱼脑 、肌肉 ＳＯＤ和

ＥＳＴ同工酶主要表现为酶带活性的变化 , 但对ＥＳＴ同工酶酶

谱的表达也有影响。
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