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摘要 

中华倒刺鲃（Spinibarbus sinensis）隶属于鲤形目（Cypriniformes）、鲤科

（Cyprinidae）、鲃亚科（Barbinae）、倒刺鲃属（Spinibarbus），探求一种适合标

记放流鱼类的方法是对其进行跟踪监测以及评估人工增殖放流效果的重要前提，目

前应用于仔稚鱼标记效果最理想的是化学荧光物质标记，在国内相关研究中，大多

数仅关注其浓度的选择，浸泡时间一般都规定在 24 h，并且仅关注染色效果与浓度

的关系，很少关注荧光物质浸泡对标记鱼类是否造成损伤及损伤程度，荧光物质对

不同发育阶段的标记鱼类毒性大小等问题。本研究以人工繁殖的中华倒刺鲃幼鱼作

为实验材料，采用静态毒理试验方法研究茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼毒性，并连续

监测浸泡 24 h 后，以及转入清水暂养 5 d，10 d 后其不同组织抗氧化酶系统以及血

液生化指标的变化，初步评价茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼毒性强弱，说明其对放流

鱼类的安全性；同时探究茜素红 S 对鱼体产生的氧化应激反应，了解其对幼鱼生理

生化的影响，最终结合耳石，鳞片的荧光染色效果找出最适合中华倒刺鲃幼鱼的染

色浓度。目的在于探寻对中华倒刺鲃幼鱼安全而有效的化学标记方法，为后续探求

中华倒刺鲃幼鱼的人工增殖放流标记方法提供科学参考。  

本研究主要的主要结果如下： 

1、茜素红 S 染液对中华倒刺鲃幼鱼的 LC50（24）、LC50（48）、LC50（72）、

LC50（96）以及安全浓度（SC）的质量浓度分别为 788.3、744.5、653.5、595.6 和

59.56 mg/L，说明 ARS 对中华倒刺鲃幼鱼的毒性为低毒性，适合其幼鱼标记放流。 

2、茜素红 S 浸泡形成的标记在荧光显微镜下呈红色，并且在绿色激发光下观察

效果最佳。耳石和鳞片的标记率与标记质量随着 ARS 浓度升高不断升高。除 100 

mg/L 浓度组外，其他浓度组耳石标记率达到 91.7%。100 mg/L，200 mg/L 浓度组中

的标记效果不理想；而≥300 mg/L 浓度组星耳石和微耳石标记质量良好（n≥2）的

百分比分别超过 95.9%和 84.5%，标记效果理想。同时观察鳞片的染色效果发现：

各个浓度组的标记效果均不理想。星耳石染色效果质量（n≥2）优于微耳石，耳石

染色效果优于鳞片。  
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3、血液生化指标的研究表明：茜素红 S 浸泡 24 h 后，幼鱼血浆中 TP、GLB、

CRE 随着 ARS 浓度的升高而升高，当 ARS 浓度≥300 mg/L 时，实验组与对照组存

在极显著差异（p＜0.01），ALB、ALP、GLU 随着 ARS 浓度的升高表现为先升高

后下降，分别在 300 mg/L、200 mg/L、300 mg/L 浓度时达到峰值；AST、ALT 随着

ARS 浓度的升高先降低后升高，均在 100 mg/L 浓度组达到最小值。 

暂养 5 d 后，幼鱼血浆中 TP，ALB，GLB，T-CHO，ALP，CRE 的变化趋势基

本一致， ARS 浓度≥300 mg/L 时，6 个指标随浓度升高而降低，并且 400 mg/L，

500 mg/L 浓度组的数值显著低于对照组（p＜0.05）；只有 500 mg/L 浓度组 GLU 显

著低于对照组；ALT，AST 的变化一致，当 ARS 浓度≥300 mg/L 时，转氨酶随其

浓度升高不断升高，其 400 mg/L，500 mg/L 浓度组转氨酶显著高于对照组（p＜0.05）。

暂养 10 d 后，除 500 mg/L 浓度组生化指标与对照组有显著差异外（p＜0.05），其

它浓度组各生化指标均与对照组无显著差异。结合 3 次血液生化指标综合分析可得： 

ARS 浓度≤200 mg/L 时，对幼鱼比较安全； ARS 浓度≥300 mg/L 时，幼鱼虽不会

出现死亡，但对鳃、肝脏、肾脏等组织器官会造成一定程度损伤，300 mg/L，400 mg/L

浓度浸泡过后组织受到的损伤在暂养 5 d 后可在自身的代偿作用下得以恢复；而 500 

mg/L 浓度所造成的组织损伤经 10 d 暂养仍未恢复，所以对中华倒刺鲃幼鱼进行标

记时其浓度不能超过 400 mg/L。 

4、通过研究不同浓度茜素红 S 对其不同组织抗氧化酶（SOD、CAT、GSH-Px）

活性和丙二醛（MDA）含量的变化，评估茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼生理生化的影

响。结果表明：不同浓度茜素红 S 胁迫下，除脑组织 GSH-Px 随着茜素红 S 浓度的

提升不断升高外，肝脏、鳃和脑组织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，与茜素红 S 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浓度分别是 300 mg/L、300 mg/L、400 mg/L。暂养 5 d

后，随着 ARS 浓度的升高，脑组织 3 种抗氧化酶（SOD，CAT，GSH-Px）活性依

然表现为不断升高趋势；而肝脏、鳃组织抗氧化酶活性均表现为先升高后下降，并

且 400 mg/L 浓度组抗氧化酶的活性最高，500 mg/L 浓度组抗氧化酶活性最低。暂养

10 d 后，只有 500 mg/L 浓度组不同组织抗氧化酶与对照组有显著差异（p＜0.05）。 
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浸泡 24 h 后，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 MDA 含量随着茜素红 S 浓度的升高呈现先降低后上升趋势。暂养 5 d 后，脑组

织 MDA 含量随着 ARS 浓度升高先下降后升高，400 mg/L 浓度组 MDA 含量最低（p

＜0.05），500 mg/L 浓度组含量最高（p＜0.05）；鳃组织 MDA 含量随着 ARS 浓度

升高不断升高，≥300 mg/L 浓度组 MDA 含量显著高于对照组（p＜0.05）；肝脏组

织 MDA 含量随 ARS 浓度升高先降低后升高，500 mg/L 浓度组 MDA 含量最高，显

著性高于对照组（p＜0.05）。暂养 10 d 后，仅 500 mg/L 浓度组鳃，肝脏组织 MDA

含量显著高于对照组（p＜0.05）。研究表明：不同组织抗氧化酶系统对茜素红 S 的

胁迫具有组织特异性，ARS 浓度过高会对幼鱼不同组织会造成氧化损伤。鳃组织对

茜素红 S 的胁迫敏感性最高，因此在荧光浸泡标记过程中，选择适宜茜素红 S 浓度

染色时，应考虑鳃组织的敏感度，并保持水体氧气充足。 

关键词：茜素红 S；中华倒刺鲃；染色效果；生化指标；抗氧化酶；丙二醛 
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ABSTRACT 

Spinibarbus sinensis belongs to Spinibarbus, Barbinae, Cyprinidae, Cypriniformes. 

To explore a method which is suitable for the releasing fish is is an important prerequisite 

about the effect of monitoring and evaluation of artificial enhancement. At present, 

immersing fish in fluorescent dyes is the most prefectest method. Now domestic studies 

on immersing fish with fluorescent dyes are focusing on the choice of fluorescent 

pigments and immersion concentrations, and immersion time is always set at 24 h. 

However, there is little known about the effect of marking with different immersion 

concentrations, different size of fish and the impact degree caused by the stress when 

immersing fish in fluorescent dyes. In present study, we used the juvenile Spinibarbus 

sinensis as experiment model to research the toxicity of alizarin red S to the juvenile 

Spinibarbus sinensis. Then the antioxidant enzymes and blood biochemical index were 

studied after immersing 24 h, transferring into freshwater 5 d, 10 d to assess the toxicity 

of alizarin red S to the juvenile Spinibarbus sinensis and to test its security. At the same 

time, exploring the resistance-responsive caused by alizarin red S to know the effect of 

the physiology and biochemistry. Then based on the dyeing effect of olotith and scales to 

find out the suitable marking concentration and immersion time for juvenile Spinibarbus 

sinensis. These results could provide theoretical basis and reference for marking 

techniques in living aquatic resources enhancement. The main results were as follows: 

1. The results showed that the 24 h,48 h,72 h,96 h median lethal dose and safe dose 

of alizarin red S for juvenile Spinibarbus sinensis were 788.3、744.5、653.5、595.6 and 

59.56 mg/L, it showed that the toxicity of alizarin red S were low for juvenile Spinibarbus 

sinensis, and it were feasible to mark releasing activity.  

2. The stained mark were red which soaked in alizarin red S, and the best results 

should be observed under green excitation light. The mark efficiency and quality of 

otoliths and scales increased with alizarin red S concentration rising. In addition to 100 

mg/L concentration group, other concentrations otolith mark rate reached 91.7%. The 

effect of marking were not ideal in 100 mg/L, 200 mg/L concentration group; when 

alizarin red S concentrations were more than 300 mg/L, good quality mark (n≥2) 

percentage of asteriscus and lapillus were respectively over 95.9% and 84.5%, the effect 

of marking were ideal. Meanwhile observeing the dyeing effect of scales found: the effect 
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of marking were not ideal in all of concentration groups. The dyeing quality of asteriscus 

were better than lapillus, the dyeing quality of otolith were better than scales. 

3. The research of blood biochemical parameters showed that: after alizarin red S 

soaking 24h, the levels of TP, GLB, CRE in plasma increased with the alizarin red S 

concentration riseing, when concentration of alizarin red S were more than 300 mg/L, 

there was extremely significant difference (p < 0.01) between experimental group and 

control group. With the alizarin red S increaseing the concentration of ALB, ALP, GLU 

showed increased firstly and then decreased, the peak valuer were in 300 mg/L, 200 mg/L, 

300 mg/L espectively, the concentration of AST, ALT increased firstly and then 

decreased with ARS concentration increaseing, the minimum were both in the 100 mg/L 

concentration group. 

Temporary culture 5 d later, The change trend of TP, ALB, GLB, T-CHO, ALP, 

CRE in juvenile plasma were basically consistent, when concentration of alizarin red S 

were more than 300 mg/L, the 6 indicators decreased with concentration of alizarin red S 

increasing, and the value in 400 mg/L, 500 mg/L experimental group were significantly 

lower than the control group (p < 0.05); only the value of GLU in 500 mg/L concentration 

group was significantly lower than the control group; The change trend of AST, ALT in 

juvenile plasma were consistent, when concentration of alizarin red S were more than 300 

mg/L, the value of transaminase increased constantly with concentration of alizarin red S 

increasing, the value of transaminase in 400 mg/L, 500 mg/L concentration groups was 

significantly higher than the control group (p < 0.05). Temporary culture 10 days later, in 

addition to the biochemical index in 500mg/L concentration group were significant 

differences with control group (p < 0.05), there were no difference between other 

concentrations with control group.The result combined with 3 times data of blood 

biochemical parameters showed: when the dyeing concentration of alizarin red S were 

lower than 200 mg/L, it was safe for juvenile S. sinensis; when the dyeing concentration 

of alizarin red S were equal to and higher than 300 mg/L, although juvenile S. sinensis 

can not be dead, but it would cause damage to gill, liver, kidneys and other organs in a 

certain degree. The tissue damage which were coused in 300 mg/L, 400 mg/L 

concentration can be restored after temporary culture of 5 d; The tissue damage which 

were coused in 500 mg/L concentration can not be restored after temporary culture of 10 
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d, so the concentration of alizarin red S can not exceed 400 mg/L during soaking juvenile 

S. sinensis.  

4. Through researching the activity of antioxidant enzymes (CAT, SOD, GSH-Px) of 

different tissues and change of malondialdehyde (MDA) content in different 

concentration of alizarin red S, it can be evaluation the effect of alizarin red S on he 

physiological and biochemical for juvenile spinibarbus sinensis. The results showed that 

under the stress of different concentration of alizarin red S, in addition to GSH-Px activity 

of brain tissue increased with concentration of alizarin red S rising, antioxidant enzyme 

activity of brain, liver and gill in the test groups present the same rule that low 

concentrations were induced and high concentration of inhibition. It present a dose effect 

of parabolic type relationship between antioxidant enzyme activity and concentration of 

alizarin red S. The concentration which liver, gill, brain reached the maximum of 

antioxidant enzyme activity corresponded respectively were 300 mg/L, 300 mg/L, 400 

mg/L. After temporary culture 5 d, 3 kinds of antioxidase activity of the brain tissue still 

showed a rising trend with the increasing of alizarin red S concentration; but 3 kinds of 

antioxidase activity of liver and gill tissue were firstly increased and then decreased, 

antioxidant enzyme activity in 400 mg/L concentration group was the highest and 

antioxidant enzyme activity in 500 mg/L group was the lowest. Temporary culture 10 d 

later, only antioxidant enzymes of different tissues in 500 mg/L concentration group had 

significant difference with control group (p < 0.05). 

After 24 h immersion, except that the MDA content of the gills were continuously 

rising with alizarin red S concentration increasing. the MDA content of the brain and liver 

tissue decreased firstly and then increased with alizarin red S concentration increasing, 

After temporary culture 5 d, The content of MDA in brain tissue firstly decreased and 

then increased with the increasing of alizarin red S concentration, The MDA content of 

400 mg/L concentration was the lowest (p < 0.05), The MDA content of 500 mg/L 

concentration was the highest (p < 0.05); The content of MDA in gill constantly creased 

with increasing of alizarin red S concentration, The content of MDA in more than 300 

mg/L concentration groups was significant higher than control group (p < 0.05); The 

content of MDA in liver tissue firstly decreased and then increased with increasing of 

alizarin red S concentration, The content of MDA in 500 mg/L concentration group was 

the highest, significantly higher than the control group (p < 0.05). Temporary culture 10 d 



茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼的染色效果以及对其应激响应机制的研究 

vii 

later, only the content of MDA in 500 mg/L concentrations group in liver and gill tissue 

were significantly higher than control group (p < 0.05). Research showed that: the 

antioxidant enzyme system in different tissues had tissue specificity to alizarin red S 

stress, Alizarin red S in too high concentrations can cause oxidative damage in different 

tissues of juvenile spinibarbus sinensis. The gill tissue were the highest sensitivity to 

alizarin red S stress. So we should consider the sensitivity of gill tissue in the process of 

fluorescence soaking and to maintain adequate oxygen.when we selected the appropriate 

concentration of alizarin red S to dye. 

Keywords: alizarinred S; Spinibarbus sinensis; dyeing effect; biochemical indexes; 

antioxidant enzyme; MDA 
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第一章  文献综述 

1.1 中华倒刺鲃物种特性及研究进展 

1.1.1 中华倒刺鲃简介 

中华倒刺鲃（Spinibarbus sinensis Bleeker），隶属于鲤形目（Cypriniformes）、

鲤科（Cyprinidae）、鲃亚科（Barbinae）、倒刺鲃属（Spinibarbus）。俗称青波、

乌鳞、青板，是我国长江上游流域水体中一种优质淡水经济鱼类。因肉质鲜嫩，含

有丰富的不饱和脂肪酸，口感极其鲜滑，被称“食之鲜美者曰青波”，同时具有袪

热降火、壮阳补气的保健效果，深得广大消费人群钟爱，其个体壮硕，生长速度快，

食物来源广泛，人工生产饲料转化率高，经实践证明：非常适合全国各地的池塘、

湖泊、水库、集约化工厂养殖(邴旭文 2004)。据资料记载，其主要分布于我国长江

上游水系及其附属湖泊（乐佩琦 2000；陈小勇 2013），另外汉江（杨干荣 1986）、

湘江、洞庭湖（湖北省水生生物研究所鱼类研究室 1976）等长江中游的水域及湖泊

中也存在一定的种群数量（如图 1.1）。 

 

图 1.1 中华倒刺鲃分布图 

Fig1.1 Ranges of Spinibarbus sinensis 
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1.1.2 形态特征 

背鳍 iv-8；臀鳍 iii-5；胸鳍 i-15-17；腹鳍 i-9-10。咽齿 3 行，2·3·5-5·3·2；第

一鳃弓外鳃耙 11-12，内侧鳃耙 17-18；脊椎骨 34-37；体长为体高的 2.7-3.4 倍，为

头长的 3.9-4.8 倍，为尾柄长的 5.9-7.4 倍，为尾柄高的 6.7-8.7 倍。头长为吻长的 3.0-3.6

倍，为眼径的 4.1-5.2 倍，为眼间距的 2.0-2.8 倍。 

体型延长而侧面扁平，背腹缘均为浅弧形。口亚下位，腹部观察其形状为马蹄

形。上下吻唇比较厚，包裹于颌部外侧表面，于口角处相连，唇后沟中断。须 2 对，

较长，吻须长至眼部前端，其长度稍微小于口角须，而口角须向后可长至眼部后端。

侧线完全，其前端稍微向下折后笔直伸至尾鳍中间。背鳍外缘微凹，起点之前有一

平卧的倒刺隐埋于皮下，末根不分枝鳍条为强大硬刺，后缘有细锯齿。胸鳍末端远

不达腹鳍起点。腹鳍位于背鳍起点的后下方，末端不达臀鳍起点。臀鳍外缘微凹，

其末端与尾鳍基部接近，尾鳍分叉，尾鳍基部有黑斑。鳃耙短小且排列稀疏。鳔 2

室，后室长于前室（蔡焰值等 2003；李萍等 2009）(如图 1.2)。 

1.1.3 生活习性 

中华倒刺鲃为广温性鱼类，适合其生存的温度大致为 0 ℃~36 ℃，最佳摄食和

生长温度 22 ℃~28 ℃，当水温＜10 ℃或＞30 ℃时，其摄食频率变小，水温＞34℃

时基本处于不摄食状态，最适生长的溶氧量是≥ 4 mg/L，pH 值是 6.5~8.5，有机物

耗氧量＜8.5 mg/L，总氮≤0.4 mg/L，亚硝酸盐≤0.8 mg/L，当水体的溶氧量是 2.5 

mg/L 时，依然可以进行正常活动，但溶氧一旦≤1 mg/L 时开始出现缺氧浮头现象， 

0.18 mg/L 时开始出现死亡（余先明等 2008）。 

中华倒刺鲃喜欢生活在水流较急并且底质有乱石或沙粒的自然河床中，一般都

是集群栖息在底质流水中，属于底层鱼类。每年的 11-12 月份，中华倒刺鲃游入长

江干流底部岩石湾沱中进行越冬，在此期间主要靠浮游生物以及水中有机物充饥。

等到春季水位上涨后，则游入支流生长和繁殖（邴旭文 2004）。 
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图 1.2 中华倒刺鲃外部形态图 

Fig.1.2 The morphology of Spinibarbus sinensis 

1.1.4 中华倒刺鲃的研究进展 

中华倒刺鲃是我国特有淡水鱼类，自熊天寿等（1988）首次报道中华倒刺鲃人

工繁殖技术以来，因其具有很高的应用价值以及广阔的发展前景，我国许多研究者

对其进行了大量实验研究，这些研究主要集中于其生物学基本特征、胚胎发育特点、

鱼苗繁殖与培育以及遗传学等方向。 

熊天寿等（1988）第一次对其亲鱼进行人工养殖实验，等到其繁殖季节后进行

人工催产，实现全人工繁殖，最后并对鱼苗进行了转移喂养等工作，在此期间，对

中华倒刺鲃的受精卵形态、胚胎发育的各个时期和稚鱼外部特征变化进行进一步描

述和观察；唐洪玉等（1998）对其性腺进行详细的研究，把性腺发育的时期分为 6

个阶段，达到繁殖时期的雌雄亲鱼在外部特征上存在很大差异，雄鱼外表颜色呈现

灰青色，出现“珠星”；而雌性外部颜色为青黄色，腹部肿胀膨圆，肛门微微红肿。

潘学强等 （2002）在网箱中对幼苗进行了养殖实验，进一步研究中华倒刺鲃幼鱼的

营养、生态习性，实验内容包括幼鱼喂食的驯化，饲料营养，喂养方法等方面。 

蔡焰值等（2003），黄洪贵（2009）分别对中华倒刺鲃基本生物学特征，胚胎

和仔稚鱼生长发育以及生活习性进行了详细研究。鲁斌等（2010），张文成（2008）
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对中华倒刺鲃鱼苗的培育引进以及在其规模化养殖技术推广上进行了大量的研究并

取得很显著的经济收益，研究指出：池塘养殖宜和鲢、鳙等鱼苗进行套养，不易与

食性接近鱼类套养。罗芬等（2009）对其养殖中常见的疾病及其防治方法进行了相

关研究。王贵英（2007）对其营养需求方面的研究发现：适合幼鱼生长的配合饲料

中蛋白质比例为 33.79%～35.85%，脂肪比例为 4%～6%。 

因其养殖规模的逐渐扩大，人工繁育技术的日益完善，为保护其种质资源的持

续发展，有必要对其进行苗种选育工作，为此国内学者在其遗传育种方面做了大量

研究。其 NYP 基因和胰蛋白酶基因已被成功克隆出来（程树东 2006；凌统 2006）。

朱必凤等（2006）利用 RAPD 技术对 3 种倒刺鲃进行了分子遗传标记，结果发现倒

刺鲃和中华倒刺鲃亲缘关系比较接近。 

近年来，由于捕捞过度、栖息地破坏、水污染严重等因素影响，中华倒刺鲃野

生资源日益枯竭，野生种群数量已经大不如前（黄小彧等 2011）。总之，中华倒刺

鲃各方面研究还是比较薄弱，仍需要更多的学者对其进行系统性研究。 

1.2 增殖放流中的标记技术 

水生生物标记技术（marking techniques）是研究水生生物整个生活史（个体与

种群的生长率与死亡率、种群年龄组成、栖息地变迁等）和评估野生资源的重要方

法。近些年由于标记方法和产品不断创新和完善，标记技术随之也获得很大发展

（Delgado et al 2003）。利用优良的标记方法可以很清楚的研究生物生活史，生态行

为以及生理变化特征(Garcia et al 2005)，对于濒危物种而言，大规模人工放流之后，

对其进行标记回捕可以建立数据库，进行数学模型分析，时常监测野生种群动态变

化，评估人工放流的成效等(Masuda et al 1998; Bell et al 2008)。 

基于增殖放流的标记技术同样也适用于鱼类，可用于研究鱼类洄游和资源动态，

根据回捕地点能推测放流鱼类游动的方向、路线、范围和速度。此外结合回捕鱼体

的全长、湿重和年龄资料，推测出放流群体在野外的生长和种群变动规律，进而检

验增殖放流的效果(陈锦淘等 2005)。目前标记和回捕鉴定技术是评价增殖放流项目

中种群增殖和种群恢复的重要组成部分（Lorenzen et al 2010） 
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1.2.1 水生生物标记技术分类 

鉴于标志技术所应用的对象和其本身材质不同，标志技术有不同的分类划分。

根据鱼类标记技术大致分为 5 大类：1、外部标记（External mark）；2、内部标记

（Internal mark）；3、化学标记（Chemical mark）；4、生物标记（Biological mark）；

5、分子标记（Genetic mark）。 

1.2.1.1 外部标记技术 

外部标记技术是有记录以来最早被使用的标志方法(Bergman et al 1992)，目前

其已广泛被应用到多种鱼类标志放流回捕项目中，目前常用的外部标记技术有：

1、切除标记，例如切除鱼体的腹鳍，臀鳍等(孙忠等 2007；Dietrich et al 2006)，

切除甲壳动物的足、眼柄、尾扇等(Leaño et al 2006)；2、烙印标记(Bryant et al 

1990; Knight et al 1990)。 

1.2.1.2 内部标记技术  

内部标记主要指耳石温度标记，其原理是利用鱼类耳石日轮生长特性，人为升

温时鱼体耳石生长较快会形成明带，降温时鱼体的耳石生长较慢会形成暗带。因此

对受精卵孵化期较长的鱼类而言，通过人为控制其孵化环境的温度，从而达到在该

种鱼类耳石上形成明暗相间的轮纹标记，这便是耳石温度标记(Volk et al 1999)。目

前已经验证可以进行耳石温度标记的有大西洋鲑（Salmo salar）、细鳞大马哈鱼

（Oncorhynchus  gorbuscha）、湖鳟鱼（Salvelinus namaycush）和胭脂鱼（Myxocyprinus 

asiaticus）(Brothers et al 1985; Bergstedt et al 1990; Hagen et al 1995; Song et al 2008)。 

1.2.1.3 化学标记技术  

化学标记技术（Chemical mark）是利用化学物质在目标水生生物体上留下明显

而且可识别的标记，所采用的化学物质有荧光染料，锶和镧（其中的很少使用具有

放射性的元素）等。荧光染料是现阶段最常见的用来进行标记的化学物质，荧光物

质主要包括：氧四环素（OTC）、盐酸四环素（TC）、钙黄绿素（CAL）、茜素红

S（ARS）以及茜素络合指示剂（ALC）等，这些荧光物质已被证明可以在生物体内

的钙质结构上形成荧光标记或着色点标记。此外，化学标记方法的条件选择上要根

据生物的生长发育阶段、生存环境以及具体生活条件而确定。 
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1.2.1.4 生物标记技术  

生物标记技术（Biological mark）所需要的成本较低，甚至不需要成本，其是运

用同种生物中不同种群间的生物学差异性来作为特征性标记的一种方法，可细分为：

1、地理分布标记，原理是利用生物自身地理分布的特征，将其转移到一个没有出现

过生物的水体中，自动形成并保存原有的地理标记，例如海蜇（Rhopilema esculentum 

Kishinouye）所形成的地理标记(王永顺等，1994)；2、形态标记，其实就是根据同

种水生生物不同种群间的形态学区别来作为自然标记，如体色差异，鳞片形态差异，

身体比例差异等（Schweigert 1990）；3、寄生虫标记，其利用特定寄生动物都有特

定宿主和分布范围的特征来作为标记；4、痕量元素标记，是利用某些生物种群特定

生长环境中的痕量元素作为天然标记，这些痕量元素可在鱼体组织，骨骼和耳石上

找得到。 

1.2.1.5 分子标记技术  

分子标记技术（Genetic mark）是随着分子遗传学与分子生物学技术的发展而产

生，具体是指在 DNA 分子水平上利用特殊基因组来做标记。根据利用的 DNA 分子

所处位置的不同，可将其分为线粒体控制区 DNA、分子标记与微卫星 DNA 分子标

记。目前采用成功采用过分子标记技术的水生生物包括褐牙鲆（Paralichthys 

olivaceus）、拟穴青蟹（Scylla paramamosain）、黑鲷（Acanthopagrus schlegeli）等

（Sekino 2005; Obata 2006; Gonzalez et al 2008）。 

1.2.2 选择并开发最佳的标记技术 

因水生生物生活环境的不同、标记的种类和技术的差异等原因，都会影响最终

的标记效果。所以选择适合的标记技术要考虑已下几方面：1、标记对死亡率的影响；

2、标记是否会影响其生长；3、标记能够保存的时间；4、标记方法的成本；5、回

捕效果。鉴此，本文根据近些年国内外的标记经验，归纳出不同标记技术优缺点（表

1-1），已期能为今后我国鱼类标记技术方面提供有价值的参考。 

1.2.3 鱼类化学物质浸泡标记的研究进展 

荧光物质浸泡标记属于化学标记。鉴于标记部位差异，可分外部标记与内部标

记。由于鱼类的外部标记很容易掉落，消退，不能长时间保存，因而极少使用。而
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内部标记是通过注射、浸泡和投喂与钙组织具有亲和性的荧光物质的方式在鱼体上

做标记，此标记可在鱼类的骨骼、耳石和鳍条上被发现，并且可以保存极长时间。

目前较常使用的荧光物质有盐酸四环素（oxytetracycline）、钙黄素（calein）、茜素

络合指示剂(alizarin complexone)、茜素红 S (alizarin red S)。OTC 属于抗生素，作

为化学荧光染料在水生生物上已使用 50 多年，尽管高剂量可形成良好的荧光标记，

但高浓度会导致水生生物活力减弱，摄食停止(Monaghan et al 1993)，影响水产品安

全品质。钙黄素虽然可产生强烈荧光标记，但效果不如后两者好。当前茜素络合指

示剂和茜素红 S 是化学标记中使用最频繁的两种荧光化学物质，因为通过显微镜可

以很容易在鳍条，耳石以及其他骨组织中检测出荧光标记(Baer et al 2008)，并且它

们更具价格优势，适合大规模的标记。 

与常规标记方法相比，化学浸泡标记优点有以下几个：1、短期内可在耳石，鳍

条等钙质组织上形成标记，实现大规模标记。2、操作比较简单，可最大限度减少人

为因素对标记鱼造成损伤。3、染液浓度一般≤400 mg/L，并且在 24 h 之内，浸泡

过程中死亡率极低。4、从受精卵，仔稚鱼或成鱼的不同阶段都是可行的，同时标记

效果非常均匀。其缺点也有以下几点：1、只能进行群体标记，不能区分具体的个体

单位；2、观察荧光标记时一般需要借助荧光显微镜；3、对鱼类形成的荧光标记中，

耳石染色效果最明显，需要解剖出其耳石置于荧光显微镜下观察，检测耗时长。 

此外筛选有效的荧光浸泡标记条件时须考虑鱼体所受的胁迫，致死率，标记的

检测等因素，但有关荧光物质对鱼类的毒理代谢方面的研究很少，并且在选择适合

的染色浓度时通常只把死亡率作为一个衡量标准，往往忽略荧光物质对鱼类造成的

应激反应以及是否会对组织造成损伤，这些因素可能会降低标记后鱼类的活力，会

对以后的回捕率造成影响，最终影响资源评估量。 

1.3 鱼类应激生物学 

1.3.1 鱼类的应激反应  

应激(stress)最早是加拿大病理生理学家 Hans Selye 于 1936 年提出的，共分为

3 个不同时期，分别是警告(alarm)、抵抗(resistance)、衰竭(exhaustion)。应激是生

物对其生存环境（外界）或生理状况（内部）中各种异常刺激所产生的非特异性应
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答反应的总和，是生物适应性的表现，同时也是生物赖以生存和发展的进化基础（赵

建华等 2011）。鱼类的应激反应(stress response)是鱼体对其所处环境中的各种理化

因子的超常刺激所产生的一种非特异性生理反应。轻度的环境应激可使鱼类逐渐适

应，使得鱼类的免疫机能增强，从而提高各方面的生理功能，但过度的应激不但会

影响鱼类各种生理机能，还会诱发多种疾病，严重的可导致鱼类死亡（刘小玲 2007）。 

1.3.2 常见的鱼类应激原 

在大规模的水产养殖过程中，水产动物受到的应激因素很多，大致可分为以下

几种：1、养殖环境方面（水质恶化、水温、溶氧、PH、盐度等）；2、喂养管理方

面（饲料营养、人为操作、养殖密度、药品使用等）；3、病原微生物方面（细菌、

病毒、寄生虫等）。不同程度应激会直接影响水产生物健康与生长发育，严重的会

导致养殖品种免疫力下降，诱发疾病，甚至死亡。 

鱼类对应激反应分为适应性和损害性，当鱼体通过自身能力可以适应应激变化

时，那么鱼体的内环境就会形成一种新的平衡状态，但是当应激源超出鱼类能够承

受的极限后，就会对其健康带来损害，形成损害性应激反应。所以适应性和损害性

应激反应可能会顺序发生，也可能会同时发生。 

1.3.3 应激与鱼类血液生理反应 

鱼体中血液生化成分的改变是应激对鱼体生理机能影响的一个重要表现。幼鱼

血液的生化指标和鱼体的代谢、营养情况以及疾病的发生有紧密联系，一旦机体受

到外部环境影响而出现生理和病理上的变化时，都会及时在血液生化指标中表现出

来（洪磊等 2004）。 

关于由环境应激引起的鱼体血液生化指标变化这方面，国内外的很多学者已做

了大量研究。研究发现：当鱼体处于不适宜其生存的环境时，其血糖水平在短期内

会处于相对较高水平，而鱼体血脂的变化相对比较缓慢，因此血糖可作为短期的环

境应激敏感指标，而血脂可作为长期的应激监测指标（Hsieh et al 2003）。而血液中

的蛋白质主要负责保持血浆中胶体渗透压和 pH 值平衡，还有运输、凝血、免疫、

供能等功能，可作为生理、病理和毒理学的重要指标（周玉等 2001）。 
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血液中不同种类酶的数量也可以反映出环境应激对鱼类的影响，主要有 ALT、

AST、LDH、ALP 等。ALT 主要存在肝组织的细胞质中，当肝脏受到损伤或者死亡

时，其会被释放进入血液中，使得血液中含量升高，AST 主要存在心脏组织中，在

心脏组织受损后，同样会被释放进入血液中，导致其血液中的含量提高，因此血液

中的转氨酶活性可用于组织受损的标识酶，同时也能反映鱼类的健康状况（何福林

等 2007；Agrahari et al 2007）。  

血液中无机成分含量的稳定也是内环境稳态的重要体现部分，若生存环境变动

激烈，稳态便被破坏，所以血液中各离子浓度变化也可反映鱼类机体代谢和应激状

况。鱼类外界环境变化可以干扰鲟鱼、金鱼、大西洋鲑、鲤鱼等内环境的稳态，引

起鱼类血液中 K
+、Na

+、Cl
-和 Ca

2+等离子浓度的变化（常玉梅等 2006；Handeland et 

al 2000）。 

1.3.4 应激与鱼类抗氧化机制 

氧化应激(oxidative stress)是指鱼体在遭受到各种有害刺激时，机体内部产生过

多的活性氧自由基，使得脂质过氧化程度超出机体能够清除的能力范围，氧自由基

与抗氧化系统失去平衡，最终导致机体受到氧化损伤。 

1.3.4.1 氧自由基 

氧是大多数生物完成日常代谢所必需的，但在进行有氧代谢时会产生活性氧代

谢产物(reactive oxygen mctabolites, ROM)， 其中最重要的一类是含氧基团，并且带

不配对电子的自由基，也就是氧自由基(oxygen free redicals, OFR)或者活性氧

(reaetive oxygenspeeies, ROS)。氧自由基主要有羟自由基(hydroxyl radieal, HO·)、超

氧阴离子(superoxide anion, O2
-)、过氧化氢(peroxide, H2O2)、有机过氧化物自由基

(peroxide，free radieals,RO·、ROO·)、单线态氧(single toxygen,
 
O2)和氢过氧化物

(hydrogen peroxide, ROOH)等，其中 HO·的毒性最强（Gebieiki et al 2000）。 

    在正常的生理活动中，机体也会产生氧自由基，但它们会被抗氧化酶及时清除，

使得机体中的氧自由基达到一种低水平的平衡状态，不会对机体造成影响，但在某

些病理情况下，外界环境的物理或者化学因素会直接或间接诱导机体产生过多的氧
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自由基，使得机体内的氧自由基不能及时被清除，机体中氧自由基失去平衡，最终

对机体造成损伤，尤其是对生物大分子（DNA、蛋白质和脂类大分子）。 

1.3.4.2 鱼类抗氧化防御系统 

生物在长时间与大自然相互选择，相互适应的过程中，自身逐步产生一套完善

的能够清理机体中过多的氧自由基从而达到自我保护与修复的系统（Cossu et al 

1997），即抗氧化系统。主要分为非酶类与酶类两大类。非酶类包括维生素 E、维

生素 C、谷胱甘肽以及 β-胡萝卜素等；酶类包括超氧化物歧化酶 (SOD)，过氧化氢

酶（CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)等。机体在清除氧自由基的过程中，SOD

首先将氧自由基迅速歧化形成 H2O2 和 O2，然后 H2O2 再经 CAT 和 GSH-Px 催化作

用变为 H2O 和 O2。所以 3 种酶具有清除活性氧，保护机体不受氧化损伤的功能。 

超氧化物歧化酶（SOD） 

其普遍存在各生物的不同组织中，SOD 的性质由蛋白质和其活性部位上结合的

金属离子共同决定，故称金属酶。主要包括 Mn-SOD、Fe-SOD、CuZn-SOD 三种。

三者都可以把 O2
-歧化为 H2O2 和 O2（O2

-是氧气还原成 H2O 的第一中间产物）。若

机体中的氧自由基及时的得到清除，那机体中就几乎不能产生毒性更强的·OH，这

对机体的健康至关重要，同时也是 SOD 的重要性所在，其另外的功能是防止机体中

脱氢酶受超氧自由基的氧化而失活。 

过氧化氢酶（CAT） 

CAT 的活性极高，不会因 H2O2 浓度而饱和。不经过其他的电子传递体就能将

H2O2 歧化化为 O2 和 H2O，进而避免与 O2
-反应生成毒性更强的·OH。CAT 在细胞内

以过氧化体的形式存在，细胞其中形成的 H2O2通过胞膜后会和过氧化体结合从而被

清除（Lledyas et al 1998）。 

谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px） 

    当机体处于病理状况下，氧自由基会诱发脂类过氧化，不仅会对生物膜造成损

伤，而且会对机体的蛋白和核酸造成破坏，造成组织坏死。GSH-Px 在机体中最主要
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的职能是清除脂类过氧化物，减少损伤的发生。此外，在组织中 CAT 含量很低时会

代替其清除 H2O2 而使得细胞膜不受到损伤（Lledyas et al 1998）。 

    氧化应激反应是机体细胞水平上最常见的，目前国内外对哺乳动物特别是鼠类

的抗氧化系统研究比较深入，但是针对环境应激因子对鱼虾等水生生物的抗氧化系

统的影响方面研究虽有一定研究，但远远落后陆生动物。所以进一步深入了解水生

生物抗氧化系统的作用机理以及影响其的环境因子在实际生产中有重大的指导意

义。 
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表 1-1 增殖放流中不同标志技术的优缺点 

Table 1-1 Advantages and disadvantages of different marking techniques in stock enhancement 

不同标志技术 

Different marking techniques 

 优点 

Advantages 

缺点 

Disadvantages 

外部标志和标记技术 

External tag and mark 

外部标志技术 

External tag 

1，成本相对低廉；2，不需要专门检测设备；3，易于被发现，

有利于回捕调查；4，可区分不同个体和群体 

1，仅适用体型相对较大个体；2，会刺穿标志对象的皮肤；3，对标志

对象的游泳行为影响较大，进而影响其生长 

 外部标记技术 

External mark 

1，操作简单迅速；2，成本低廉甚至不需要成本；3，可区分不

同的群体 

1，不适用于需要个体识别的项目；2，会对标记对象的鳞片，皮肤或

组织器官造成损伤；3，标记保持时间普遍较短 

内部标志和标记技术 

Internal tag and mark 

内部标志技术 

Internal tag 

1，对标志对象的影响较小；2，使用仪器操作，标志简单效率

高；3，适用范围广，对标志对象的种类和大小的限制较少；4，

可区分不同群体，甚至区分不同个体 

1，标志所用设备价格昂贵；2，标志较小，甚至不可见，不利于回捕

调查；3，标志回收时要将标志对象杀死 

 内部标记技术 

Internal mark 

1，成本低廉，操作简单迅速，可一次性标记一个群体；2，对

标记对象不造成伤害，标记保持时间较长 

1，标记较小，检测要使用专业设备，不利于回捕调查；2，标记时要

杀死标记对象；3，适用对象范围较窄，且不适用于需要个体识别 

化学标记技术 

Chemical mark 

 1，成本低廉，可一次性标记一个群体；2，对标记对象伤害和

刺激较小；3，标记保持时间较长 

1，只可作为群体标记，无法个体识别；2，标记较小不明显，某些标

记检测还必须采用专业设备，不利于回捕调查；3，影响食品安全性 

生物标记技术 

Biological mark 

 1，成本低廉，甚至不需要成本； 2，对标记对象无伤害 1，适用范围较窄，仅适用于少数种类；2，只可作为群，体标记，不

能进行个体识别 

分子标记技术 

Genetic mark 

 1，对标记对象无伤害；2，适用范围广；3，标记终生保留；4，

标记检测时，取少量鳞片或肌肉即可，不会至标记对象死亡 

1，标记确定和检测成本较高，不利于回捕调查；2，只可作为群体标

记，不能进行个体识别 
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1.4 研究目的与意义 

中华倒刺鲃是我国长江上游重要的经济鱼类，随着其资源量的日益减少，开展

人工增殖放流的活动势在必行，为更有效的评估人工增殖放流效果以及调查估算其

天然资源量，通过本实验想要筛选出适合中华倒刺鲃幼鱼荧光浸泡溶液的最佳浓度，

寻找最佳荧光着色部位与标记检测方法，为大规模中华倒刺鲃幼鱼人工增殖放流的

标记工作提供技术支持，并为放流后的评估工作奠定基础。 

因茜素红 S 对幼鱼有一定的毒性，在荧光染色过程中，鱼体会因浸染胁迫而产

生氧化应激反应。通过对在不同浓度 ARS 染液浸泡 24 h 以及暂养后鱼体不同组织

抗氧化酶系统中抗氧化酶的测定，了解 ARS 对中华倒刺鲃幼鱼的毒性强弱，确定幼

鱼对 ARS 染液的最大耐受值，阐明 ARS 染液对中华倒刺鲃幼鱼不同组织的氧化应

激响应机制，并从鱼类生理生化角度上确定适合的染色浓度，并与从外观染色效果

得出的适合染色浓度做对比，相互论证最终确定最适合中华倒刺鲃幼鱼的染色浓度。 
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第二章 茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼的急性毒性 

2.1 前言 

通过可以和钙组织进行螯合并形成明显标记的荧光标记方法可在短期内标记大

量放流苗种，并且操作过程简易，不伤鱼体，荧光标记能够保持很长时间，甚至终

身能检测（van der Walt & Faragher 2003），目前成功运用于香鱼（Plecoglossus 

altivelis）及珊瑚鱼类的人工放流和种群生态变动方面（Tsukamoto 1988; Jones et al 

1999）。 

盐酸四环素是早期进行化学荧光标记的物质之一，但国内外学者在实验过程中

发现其对鱼类存在很大的毒性，浓度过大会造成鱼类死亡（宋昭彬等 1999；欧阳斌

等 1999）。靳建波等（2011）在研究茜素络合物对秦岭细鳞鲑耳石标记的过程中发

现：茜素络合物浓度过高虽然标记效果理想，但会使鱼卵，仔稚鱼出现较高的死亡

率。王正琨等（2015）在相关研究中也发现：100 mg/L 茜素络合物溶液在对唐鱼仔

稚鱼进行浸泡染色时，会对其产生很强的致死毒性，死亡率达 80%；而幼鱼在 150 

mg/L 的浓度浸泡时，死亡率高达 44%；在 200 mg/L 茜素络合物浓度组中，成鱼死

亡率达 100%；徐采等（2012）在研究中发现，茜素络合物适合对月鳢仔鱼耳石的长

期荧光标记，但较高浓度茜素络合物处理后，月鳢仔鱼浸泡后，暂养一段时间相继

出现较高的死亡率，初步显示茜素络合物对月鳢仔鱼有一定的致毒效应。 

大量实验证实：荧光染料是一种化学物质，高浓度的荧光浸泡对鱼类尤其是对

仔稚鱼具有较强的生物毒性。浓度过高，浸染时间过长会导致实验鱼死亡率显著增

加（赵亚鹏等 2013；徐采等 2012；Liu Q et al 2009），所以使用化学荧光标记时，

其安全性不容忽视。因放流鱼对荧光物质的耐受性和敏感度与其种类，大小等方面

有密切关系，因此不同大小，种类的放流鱼最佳浸泡条件也有差异。在探寻茜素红

S 对中华倒刺鲃幼鱼的最佳标记浓度之前，必须先进行茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼

的毒理实验，明确茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼的毒性强弱，进而才能更科学，更准

确的研究茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼的染色效果。为茜素红 S 浸泡标记中华倒刺鲃

幼鱼的最适宜条件的探知提供一定的数据支持，为实现中华倒刺鲃幼鱼的大规模标

记放流的标记方法做一个数据参考。 
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2.2 材料与方法 

2.2.1 实验材料 

中华倒刺鲃幼鱼购于重庆合川区三江人工养殖场，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

以正大幼鱼饲料早晚各投喂 1 次。在进行正式实验之前停食 24 h。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。 

2.2.2 实验药品及溶液配制 

实验所用的茜素红 S（ARS）（C14H7NaO7S）为分析纯（国药集团化学试剂有

限公司），分子量：342.26，生产批号：F20111123。实验之前先配成 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。 

2.2.3 实验条件 

实验期间在长 38cm×宽 23cm×高 26cm 的透明钢化玻璃水族箱中进行，在正式

实验开始时每隔 8 h 用便携式多参数水质分析仪（YSI-ADV6600）对 pH 值、温度、

溶氧、氨氮、硬度等水质参数进行监测，共进行 4 次。实验用水为净水器处理后再

曝气 1 d 的自来水，实验所用的饲料为正大 082 常规鱼小鱼配合饲料，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，不喂食，测得实验水

体温度(22±0.5)℃，pH( 7.2～7.8)，溶氧量＞7.5 mg/L，硬度(20±3) mg/CaCO3/L，

总氨氮＜0.01 mg/L。 

2.2.4 实验方法 

为确定染液质量浓度大致范围，预实验设定 200 mg/L、400 mg/L、800 mg/L、

1000 mg/L 共 4 个浓度组，每个浓度组放 12 尾中华倒刺鲃幼鱼，观察 24 h，确定无

死亡效应的 ARS 最大浓度和 100%致死质量浓度。正式实验在最大耐受质量浓度和

100%致死质量浓度之间按等差数列设置 1 个空白对照组和 6 个质量浓度组，茜素红

S 的浓度分别为：0 mg/L、400 mg/L、500 mg/L、600 mg/L、700 mg/L、800 mg/L、

900 mg/L，各浓度组设 3 次平行，每浓度组 12 尾中华倒刺鲃幼鱼，在实验中观察其
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行为和中毒症状。经过多次刺激无反应则判断为死亡，将死亡中华倒刺鲃幼鱼捞出

并记录死亡数以及死亡时间。 

2.2.5 数据统计与分析 

实验所得数据用平均值±标准差(Mean±SD)表示。实验数据通过 SPSS 17.0 软

件处理，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，p＜0.01 表示差异极显著。 

采用 Bilss 方法计算半致死浓度，得出 24 h、48 h、72 h、96 h 的 LC50和 log LC50

的 95%可信限。将死亡率转化成概率单位，染液质量浓度转换成浓度对数，求出死

亡率概率单位与染液质量浓度对数的回归方程，根据常用公式：安全剂量浓度（SC）

=0.1×LC50（96h）。 

2.3 结果与分析 

2.3.1 中华倒刺鲃幼鱼中毒症状 

其在不同质量浓度 ARS 浸泡中表现出不同程度中毒症状，在大于 700 mg/L 高

浓度组，中华倒刺鲃在浸泡 6～10 h 后开始出现异常情况，最早出现失去平衡，丧

失游泳能力，鳃盖张合频率变快，进而出现快速游动，原地转圈或来回乱窜，鳃丝

和鱼类体表分泌大量黏液，鳃丝肿大，色泽发暗，鳃丝上沾有红色絮状物，最后游

动变得缓慢，鳃盖张合频率减慢，最终失去运动能力，躺卧缸底。捞出死亡个体观

察发现其鳃盖和口部微张，肛门红肿；解剖死亡个体，发现其肝脏变脆、颜色变黑、

胆囊肿胀、充满胆汁。在低浓度组，幼鱼在浸泡 60～72 h 后出现中毒症状，其症状

如上所述。 
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表2-1 ARS对中华倒刺鲃幼鱼的急性毒性的死亡率 

Tab. 2-1 Acute toxicity of ARS to juvenile Spinibarbus sinensis% 

质量浓度/（mg/ L） 

Concentration 

浸泡时间/h Soaking tine 

24h 48h 72h 96h 

400 0 0 0 8.33% 

500 0 0 0 16.7% 

600 0 0 8.33% 25.0% 

700 8.33% 33.3% 75.0% 100% 

800 50.0% 75.0% 100% — 

900 100% — — — 

0 0 0 0 0 

注：“—”代表该处理组全部死亡 

Note：“—”denotes all of juvenile were died 

2.3.2 茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼的急性毒性 

不同浓度 ARS 浸泡中华倒刺鲃幼鱼不同时间后，其死亡情况见表 2-1。低浓度

组（400 mg/L、500 mg/L）在 0～72 h 期间未出现死亡，直至 72～96 h 才出现死亡，

并且死亡率低于 20%；在中浓度组（600 mg/L、700 mg/L）中，600 mg/L 浓度组在

0～48 h 期间无死亡，在 48～72 h 期间开始出现死亡，在 72～96 h 期间的死亡率达

25%，而 700 mg/L 浓度组在浸泡开始就陆续出现死亡，96 h 后全部死亡；高浓度组

（800 mg/L，900 mg/L）24 h 后死亡过半，900 mg/L 浓度组 24 h 之内全部死亡。 

计算出 ARS 质量浓度对数与中华倒刺鲃幼鱼的死亡率的线性回归方程，求出

24 h，48 h，72 h，96 h 的 LC50 值以及 95%置信区间。通过公式 96h LC50×0.1 计算

出安全浓度（SC）为 59.56 mg/L，以上结果见表 2-2。 
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表2-2 茜素红S对中华倒刺鲃幼鱼死亡率的线性回归分析 

Tab. 2-2 Linear regression analysis of ARS toxicity on juvenile Spinibarbus sinensis 

浸泡时

间 

Soaking 

tine 

回归方程 

Regression 

equation 

相关系

数R
2
 

 

LC50/

（mg/L） 

95%置信区间/

（mg/L）

95%confidence 

interval 

安全质量浓

度/（mg/L）

Safe 

concentration 

24h Y=21.778X-58.08 0.978121 788.3 744.4～834.9  

48h Y=19.697X-51.570 0.984064 744.5 704.8～786.5  

72h Y=26.548X-69.775 0.994009 653.5 618.1～690.9  

96h Y=11.158X-26.032 0.896809 595.6 548.4～646.8 59.56 

注：Y：死亡率概率单位；X：浓度对数 

Note：“Y”signifies probit of mortality；“X”signifies logarithm of copper ion concentration 

2.4 讨论 

通过研究ARS对中华倒刺鲃幼鱼的急性毒性试验，得出其在24 h、48 h、72 h、

96 h的半致死浓度以及安全浓度，根据有毒物质对鱼类的毒性标准（张志杰等 

1991），可判断ARS对中华倒刺鲃幼鱼属于低毒性，说明ARS对中华倒刺鲃幼鱼标

记方法的可行性和适用性，为以后选择合适的染色浓度进行荧光标记提供数据参考。

欧阳斌等（1999）在荧光物质浸泡标记稀有鮈鲫和彭泽鲫仔、稚鱼的研究中发现：

用浓度150～250 mg/L的盐酸四环素浸泡稀有鮈鲫12 h后，均出现100%死亡率，而同

样浓度浸泡彭泽鲫相同时间后，成活率达100%。可见荧光物质毒性大小与鱼类种类，

大小规格有关。所以本实验得出的数据结果可能只适用于中华倒刺鲃幼鱼，若鱼的

种类不同，规格不同，那么其对应的致死浓度，半致死浓度，适宜的浸泡浓度也应

做相应调整。 
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2.5 结论 

由毒理实验中得出茜素红S安全浓度的数值可判断其对中华倒刺鲃幼鱼的毒性

属于低毒性，适合中华倒刺鲃幼鱼标记。从外部中毒症状分析可知：浸泡时茜素红S

浓度过高，就会引起幼鱼强烈氧化应激反应，尤其对幼鱼鳃部会造成严重损伤；解

剖后发现其肝脏，胆囊也受到严重损伤，所以浸泡浓度过高会损害幼鱼的免疫系统，

降低肝脏的解毒功能，因此采用化学荧光浸泡标记鱼类时，选择适合的浸泡浓度必

时须考虑到是否会对标记鱼类健康造成损伤。  
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第三章 茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼的染色效果 

3.1 前言 

鱼类标记放流是通过在从天然水体中捕获或经过人工繁育的鱼体上做好标记之

后放归天然水域，根据标记鱼类数量以及回捕记录，可评估鱼类野生种群数量变化，

了解其种群生长和死亡变动规律，进而结合其体长、体重、年龄等数据推断出其游

动的路线，范围以及速度等（Nielsen et al 1992）。 

近年来，国内外常用的标记方法包括挂牌标志法、剪鳍标记法、烙印标记法、

化学物质标记法、线码标志法、生物遥测标志法等（张堂林等 2003），挂牌、剪鳍、

烙印等标记法不但会对鱼体造成损伤，而且外部标记易掉落、消退，最终对种群的

推算产生很大误差。而化学荧光标记方法与常规标记相比有以下几个优点：1、短期

内实现放流鱼大规模标记；2、标记均匀一，损伤小，成本低；3、适用于放流鱼类

从受精卵到成鱼不同的生活史；4、标记保持时间长（Yamada et al 1987 ; Wilson et al 

1987）。常用的化学荧光染料包括：盐酸四环素、钙黄素、茜素络合物、茜素红 S。 

盐酸四环素、钙黄素属于抗生素类，过多使用会对鱼体产生毒性，造成鱼类代

谢减弱，活力下降，并且影响水产品安全，再加上价格不菲等问题，已很少使用，

因茜素红 S 和茜素络合物可在鱼类耳石，鳞片及鳍条等骨组织上形成永久性荧光标

记，效果明显，并且价格低廉，目前已成为大规模化学标记的首选（Baer et al 2008）。 

化学荧光标记在渔业上有很好的应用前景。它广泛适用于放流种群确认和分离、

调查洄游性鱼类的产卵场，肥育场以及鉴定鱼类的卵细胞（Grahl-Nielsen O et al 1990; 

Coutant 1988），可以应用在鱼类放流增殖于资源评估上（Yamada et al 1987）。当

前在研究化学荧光标记浸泡鱼类时，主要关注于荧光物质浓度的选择，其浸泡时间

大致都规定为 24 h。 

本实验旨在寻找茜素红 S 浸泡标记中华倒刺鲃幼鱼的最佳浓度，为早期鱼苗的

大规模标记方法提供技术支持，为后续中华倒刺鲃幼鱼野生资源量调查及有效评估

增殖放流效果服务，以期能对珍稀鱼类的标记方法提供借鉴作用。 
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3.2 材料与方法 

3.2.1 实验材料与条件 

中华倒刺鲃幼鱼，其体长 12.3±0.6 cm，体重 41.8±3.6 g，购于重庆合川区三江

人工养殖场，运至长江水产研究所（武汉），暂养在室内 2 m
3 的循环水槽中 14 d，

暂养密度为 0.8 尾/L。暂养期间每日以正大幼鱼饲料早晚各投喂 1 次，直到饱食为止。

暂养期间保持水温(22±0.5)℃，pH(7.2～7.8)，溶氧量＞7.5 mg/L，硬度(20±3) 

mg/CaCO3/L，总氨氮＜0.01 mg/L。每日换水率占养殖水体 15%。 

3.2.2 实验方法  

    首先用蒸馏水配置 ARS 浓度为 1000 mg/L 的储备液，ARS 染色浓度设置为 0 

mg/L、100 mg/L、200 mg/L、300 mg/L、400 mg/L、500 mg/L，染色实验在长 38cm×

宽 23cm×高 26cm 的透明钢化玻璃水族箱中进行，并向其中放入 14 L 的水，染色液

配置好后充分曝气，实验鱼浸泡标记前停食 24 h。每个处理组随机挑选 12 尾中华倒

刺鲃幼鱼进行浸泡染色 24 h，浸泡密度约 1 尾/L，3 次平行，其中 ARS 浓度为 0 mg/L 

浓度组为空白对照组。浸染结束后，用清洁水洗净中华倒刺鲃幼鱼周身染液，然后

分别放置于 5 个玻璃缸中，代谢去除染液 3 h。最后，5 个处理组中华倒刺鲃幼鱼再

分别置于另外 5 个带有标签并盛有新鲜过滤水的玻璃缸中暂养。 

3.2.3 样品解剖与荧光标记观察 

暂养 15 d 后，解剖取出经 ARS 染色标记的幼鱼耳石，每个处理随机取出 24 尾，

观察发现鱼体腹部鳞片易染色，尤其是鳍条记基部鳞片，同时在各个浓度组中的幼

鱼腹部鳍条基部随机取 10 个鳞片，以半数以上的染色强度来记录该鱼鳞片标记效

果。所有样品直接处理均未磨片（Champigneulle et al 2003），解剖的样品避光保存，

防止荧光衰退。  

采用荧光显微镜（Olympus BX51）装配数码照相机（Olympus DP70 1200 万像

素），选用 4 倍物镜观察荧光标记质量。标记质量设定为 5 级（如附图所示）：0 级，

荧光显微镜观察标记不可见；1 级，荧光显微镜观察标记模糊，昏暗；2 级，荧光显

微镜很容易观察到标记；3 级，荧光显微镜观察标记明亮；4 级，可见光线下标记肉
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眼可见；5 级，可见光线下标记肉眼观察清晰、鲜明。通过观察每尾幼鱼的一对星

耳石，微耳石、腹部鳞片来记录和评价荧光标记在不同部位的染色质量。通常两位

试验人员单独记录标记质量，如果有偏差则由第三位试验人员确定。本实验中，如

果标记质量≥ 2，认为标记质量良好（Taylor et al 2005）。 

3.3 染色结果 

解剖经不同浓度 ARS 浸染的中华倒刺鲃幼鱼耳石和腹部鳞片后，将其分别置于

荧光显微镜的 3 种光源（紫外激发光，蓝色激发光和绿色激发光）下观察荧光染色

效果。结果发现：在紫外光和蓝色激发光下，由 ARS 浸泡产生的浅红色荧光标记不

明显，而在绿色激发光下，由 ARS 浸泡形成的猩红色荧光标记比较明显，以下内容

均是在荧光显微镜的绿色激发光下观察并记录的染色结果。 

在荧光显微镜下观察的荧光染色结果，如表 3-1 所示。耳石和鳞片标记率与标

记质量随着 ARS 浓度的升高而不断升高。除 100 mg/L 浓度组外，其他浓度组耳石

标记率达到 91.7%以上。100 mg/L 浓度组中星耳石和微耳石标记质量良好（n≥2）

的百分比分别为 33.3%和 25%，标记效果不理想；200 mg/L 浓度组中星耳石和微耳

石标记质量良好（n≥2）的百分比分别为 54.6 和 37.2，标记效果不理想；而≥300 mg/L

的各浓度组星耳石和微耳石标记质量良好（n≥2）的百分比分别超过 95.9%和 84.5%，

标记效果理想。同时观察鳞片染色效果发现：100 mg/L，200 mg/L 浓度组标记率≤

33.3%，并且标记质量模糊（n≤1），标记效果不理想；而其它浓度组标记率超过

50%，但鳞片标记质量良好（n≥2）的百分比最高达 66.6%，标记效果不理想。 

      统计发现：星耳石染色效果质量（n≥2）优于微耳石，鳞片上荧光标记质量

标记效果不理想。 

3.4 讨论 

3.4.1 茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼的染色效果 

用荧光浸泡标记水生生物时，一般在特定的激发光下才能检测到标记荧光，但

赵亚鹏（2003）、何春林（2008）、欧阳斌等（1999）用荧光物质标记某些鱼类时，

其耳石的荧光标记在可见光下也能被识别。本研究将中华倒刺鲃幼鱼耳石解剖后置
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于可见光下并未观察到荧光标记，这与许莉佳等（2009）关于盐酸四环素对斑马鱼

耳石的染色效果结果一致，因荧光标记是化学荧光物质在鱼类生长过程中与鱼体钙

质组织螯合所形成的，所以 Eckman（2003）认为其标记的强弱和鱼类的代谢速度有

显著关系，在鱼体处于代谢旺盛的生长阶段时，其所形成的标记效果最好。本研究

中中华倒刺鲃幼鱼年龄接近 1 龄，可能超出化学标记的最佳时期，因在有限的浸泡

时间内，代谢强度未能达到可见光下能观察到的荧光标记程度。检测荧光标记时，

发现紫外光和蓝光激发下观察到的效果很不理想，而在绿光激发下，观察到的荧光

染色效果最佳，这与王正琨（2015）、赵亚鹏（2003）的研究结果一致，这可能与

标记对象，标记所用的荧光染料有一定的关系。 

本实验中，各浓度组星耳石的标记效果优于微耳石，这是因为星耳石薄而透明，

耳石的代谢沉积率高于微耳石造成的，这与王正琨（2015）等关于茜素络合物对唐

鱼耳石染色结果一致，而鳞片上的标记效果远远没有耳石标记的效果理想，并且标

记率低，同时鳞片要达到与耳石相同的标记质量需要的荧光染料浓度更高。可能是

因为浸泡过程中耳石的代谢沉积强度高于鳞片的沉积强度所造成的。 这与刘奇等

（2009）关于茜素红 S 对褐牙鲆的标记结果部分一致。 

3.4.2 适合荧光标记的浓度、时间以及鱼类阶段的选择 

化学荧光浸泡标记鱼体时，要综合考虑成本、浓度与时间、温度、死亡率等方

面（Taylor et al 2005），在安全浓度范围内，浸泡染液浓度越高，标记效果越好。

在本实验中可得到论证。Secor 等（1991）指出，标记效果的差异与鱼体代谢速率

密切相关，幼鱼代谢速率大于成鱼，更易形成荧光标记。赵亚鹏等（2003）在研究

茜素络合物对滇池金线鲃标记实验中证实：个体越小（代谢强度高），越容易在体

内形成荧光标记。相同浓度的浸泡下，20 日龄仔鱼的标记效果优于 90 日龄的稚鱼。

所以进行荧光标记时，针对不同生长阶段选择适合的标记浓度和标记时间，鱼类日

龄越长，所需要的适合荧光浸泡浓度越高，时间越长。王正琨等（2015），靳建波

等（2011）在相关荧光染色标记研究中可以证明此观点。所以对超出荧光标记所需

要的快速生长期幼鱼进行标记时，在不影响其健康活力的前提下，可以适当延长浸

泡标记时间来弥补其因代谢强度不足造成标记质量不理想的缺点。 

 



华中农业大学 2015 届硕士研究生学位论文 

24 

表 3-1 不同浓度茜素红 S 浸泡中华倒刺鲃幼鱼的染色效果 

Tab 3-1 dyeing effect of Juvenile Spinibarbus sinensis after immersion of different concentration 

of alizarin red S 

浸泡液的

浓度 

标记部

位 

尾

数

（n） 

标记

率

（%） 

标记质量 

0（%） 1（%） 2（%） 3（%） 4（%） 5（%） 

0 微耳石 24 0 100 0 0 0 0 0 

星耳石 24 0 100 0 0 0 0 0 

鳞片 24 0 100 0 0 0 0 0 

100 微耳石 24 66.7 33.3 41.7 25 0 0 0 

星耳石 24 83.3 16.7 50 33.3 0 0 0 

鳞片 24 8.3 91.7 8.3 0 0 0 0 

200 微耳石 24 91.7 8.3 54.1 37.6 0 0 0 

星耳石 24 100 0 45.8 54.2 0 0 0 

鳞片 24 33.3 66.7 33.3 0 0 0 0 

300 微耳石 24 100 0 15.5 51.2 33.3 0 0 

星耳石 24 100 0 4.1 54.2 41.7 0 0 

鳞片 24 54.2 45.8 45.9 8.3 0 0 0 

400 微耳石 24 100 0 4.1 31.9 64.0 0 0 

星耳石 24 100 0 0 29.2 70.8 0 0 

鳞片 24 62.5 37.5 4.2 16.7 33.3 8.3 0 

500 微耳石 24 100 0 0 16.7 83.3 0 0 

星耳石 24 100 0 0 8.3 91.7 0 0 

鳞片 24 75 25 8.3 12.5 33.3 20.8  

注：“0”代表未观察到荧光标记 

Note: “0” represents fluorescent marker was not observed. 
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3.5 结论 

茜素红 S 在中华倒刺鲃幼鱼的钙质组织上形成的荧光标记适合在绿色激发的荧

光灯下观察，产生的猩红色荧光标记，并且在浸泡 24 h 中，耳石比鳞片更易形成荧

光标记，其中星耳石染色效果质量优于微耳石，鳞片要达到同样的标记质量效果需

要更高的浓度。 
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第四章  茜素红 S 对幼鱼血液生化指标的影响 

4.1 前言 

环境应激可引起水产动物体内一系列复杂的生理反应，为抵抗外界环境应激，

维持生理平衡，机体往往形成了一系列特定的应答机制（Weber et al 2005）。最早

会在神经与内分泌系统中表现出来，是机体遭受外界环境刺激后立即显现出来的反

应，进而会在组织和器官水平表现出来（心血管系统、能量代谢、水盐代谢、免疫

系统、呼吸系统）（刘小玲 2007）。 

通过荧光染料浸泡，在鱼类耳石，鳍条等钙质组织上形成明显标记已成为了解

鱼类种群早期各种参数(种群密度、死亡、补充、生长等)，是种群估算、资源评估、

洄游和分布等研究内容最常用的方法（Wilson et al 1987; Fischer et al 2010）。靳建

波等(2011)在研究茜素络合物对秦岭细鳞鲑耳石的染色中发现：过高的浓度会对发

眼卵、仔稚鱼产生应激反应，引起死亡。徐采等（2012）证实：过高浓度茜素络合

物会引起月鳢仔鱼很高的死亡率。许多研究表明，ARS、ALC等荧光染料浓度过高,

浸染时间过长会使得浸泡鱼类的死亡率显著增加（赵亚鹏等 2013；Liu Q et al 2009; 

Stefan et al 2012）由此可见：荧光浸泡过程中会对鱼类造成损伤，影响鱼类健康状

况，进而降低放流鱼类成活率。许多学者只关注能对鱼类产生有效标记的荧光物质

浓度的选择上，很少关注荧光物质是否会对鱼体造成损伤以及对鱼体造成损伤能否

恢复等问题。 

血液是生物体内一种必不可少的重要组成部分，鱼类的血液和机体的代谢，营

养以及疾病的发生有很大的联系，当鱼体因外部环境影响而发生生理或者是病理变

化时，这些都会在鱼体血液的生化指标中反映出来，因此，血液的生化指标常被应

用于鱼类的健康状况，营养及对环境适应的评估上，是重要的生理、病理和毒理学

指标(周玉等 2001；黄琪淡等 1992；陈寓儿等 2005)。 

 本实验通过测量浸泡24 h后，暂养5 d，10 d后中华倒刺鲃幼鱼血液生化指标来

评价茜素红S对中华倒刺鲃幼鱼生理生化的影响，为筛选适合的浸泡浓度做参考。并

对浸泡之后幼鱼的健康状态做一个科学评价。 
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4.2 材料与方法 

4.2.1 实验用鱼 

同上 2.2.1 

4.2.2 实验条件 

同上 2.2.3 

4.2.3 实验方法 

根据 ARS 对中华倒刺鲃幼鱼的安全剂量确定 6 个正式实验浓度组，分别是 0 

mg/L（对照组）、100 mg/L、200 mg/L、300 mg/L、400 mg/L、500 mg/L，每组放

入 12 尾进行实验，每组平行 3 次。在浸泡 24 h 之后，随机在各浓度组取 3 尾中华

倒刺鲃幼鱼，经过 200 mg/L 的 MS-222 麻醉后，用去离子水将其体表冲洗干净并用

1.5 mL 注射器于尾部静脉处抽血，置于 5 mL 的抗凝管中（肝素钠抗凝)。将抗凝血

在 4℃条件下快速放入 Eppendorf 5810R 离心机中，3000 r/min 离心 10 min，直至分

层完全，用移液枪将上层澄清血浆转入 EP 管中，放在 4℃下备测，去除溶血样品，

每个样品平行测 2 次。 

取完血样之后，把剩余中华倒刺鲃幼鱼分别放入编号为 100 mg/L、200 mg/L、

300 mg/L、400 mg/L、500 mg/L 的暂养池中暂养，并在 5 d、10 d 之后按照同样的方

法进行取样测量其血液生化指标。 

血液生化指标的测定：采用深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司生产的测定试

剂盒，在 BS-200 全自动生化分析仪上进行测定（其中酶活单位的定义为 37℃条件

下，每分钟转化 1µ mol/L 底物的酶量为 1 个酶活单位，即为 1U/L）。血清生化分析

指标包括：总蛋白(TP)、白蛋白(ALB)、球蛋白(GLB)、血糖(GLU)、总胆固醇

（T-CHO）、肝酐(CRE)、谷草转氨酶(AST)、谷丙转氨酶(ALT)、碱性磷酸酶（ALP）。 
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4.2.4 数据统计 

实验所得数据用平均值±标准差(Mean±SD)表示。实验数据通过SPSS 17.0软件

处理，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，p＜0.01表示差异极显著。 

4.3 实验结果 

4.3.1 茜素红 S 浸泡 24 h 后幼鱼的血液生化指标 

不同浓度ARS对中华倒刺鲃幼鱼血浆生化指标的影响结果如表4-1所示：从表4-1

中可以看出：TP、GLB、CRE都随着染液浓度升高而不断升高，除100 mg/L、200 mg/L

中TP，CRE含量与对照组无极显著差异（p＜0.01）外，其他浓度组TP，CRE含量与

对照组均有极显著差异（p＜0.01），各个浓度组GLB含量与对照组均有极显著差异

（p＜0.01），同时各浓度组彼此之间也存在极显著差异（p＜0.01）；ALB、ALP、

GLU、T-CHO都随着浸泡染液浓度的升高呈先升高后降低的趋势，300 mg/L浓度组

ALB含量达到峰值，比对照组高13.4%（p＜0.05），500 mg/L浓度组ALB含量最低，

比对照组低33.4%（p＜0.05），其他浓度组与对照组无显著差异（p＞0.05）；100 mg/L

浓度组ALP含量达到峰值，比对照组高7.8%（p＜0.01)，200 mg/L浓度组ALP也高于

对照组（p＜0.05）；300 mg/L浓度组ALP与对照组接近（p＞0.05），400 mg/L、500 

mg/L浓度组ALP均小于对照组（p＜0.01）；300 mg/L浓度组GLU含量达到峰值，比

对照组高78.6%（p＜0.01），其他浓度组GLU均高于对照组（p＜0.05），除100 mg/L

浓度组外，其他浓度组均与对照组有极显著差异（p＜0.01）；400 mg/L浓度组T-CHO

含量达到峰值，比对照组高61.7%（p＜0.01），其他浓度组T-CHO含量均高于对照

组，除100 mg/L浓度组外，其他浓度组均与对照组有极显著差异（p＜0.01）；ALT、

AST都随着浸泡染液浓度的升高先降低后升高，100 mg/L浓度组ALT含量达到低谷，

比对照组低30.8%（p＜0.01），除200 mg/L浓度组ALT含量低于对照组（p＜0.05)外，

其他浓度组均高于对照组，并且400 mg/L、500 mg/L浓度组ALT含量与对照组相比

有极显著差异（p＜0.01）；100 mg/L浓度组AST含量达到低谷，比对照组低19.6%

（p＜0.01），除200 mg/L浓度组AST含量略低于对照组外（p＞0.05），其他浓度组

均高于对照组，并与对照组有极显著差异（p＜0.01）。 
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4.3.2 暂养 5 d 后幼鱼的血液生化指标 

暂养5 d之后，各个生化指标如表4-2所示：总蛋白，白蛋白，球蛋白的变化基本

一致，当ARS浓度≥300 mg/L时，3个指标随浓度的升高而降低，并且400 mg/L，500 

mg/L浓度组的数值显著低于对照组（p＜0.05）；除500 mg/L浓度组葡萄糖显著低于

对照组外，其他浓度组与对照组无显著差异；总胆固醇，碱性磷酸酶，肌酐的变化

趋势一致，当ARS浓度≥300 mg/L时，3个指标随着ARS浓度升高而降低，并且400 

mg/L，500 mg/L浓度组数值显著低于对照组（p＜0.05）；谷丙转氨酶，谷草转氨酶

的变化一致，当ARS浓度≥300 mg/L时，转氨酶随其浓度升高而不断升高，并且400 

mg/L，500 mg/L浓度组数值显著高于对照组（p＜0.05）。 

4.3.3 暂养 10 d 后幼鱼的血液生化指标 

暂养10 d后，各生化指标如表4-3所示：明显可看出除500 mg/L浓度组的总蛋白，

白蛋白，球蛋白，葡萄糖，总胆固醇，碱性磷酸酶显著低于对照组（p＜0.05），肌

酐，谷丙转氨酶，谷草转氨酶显著高于对照组外（p＜0.05），其他浓度组各个指标

均与对照组无显著性差异。 

4.4 讨论 

4.4.1 茜素红 S 浸泡 24 h 后对幼鱼血液蛋白质的影响 

血清总蛋白（TP）主要包括白蛋白（ALB）和球蛋白（GLB）。鱼体肝脏具有很强

的代偿功能，只有当损伤超过肝脏的代偿能力后，肝组织合成蛋白质的功能会发生

障碍，功能减弱，使得血液中总蛋白及白蛋白含量减少（郭兵等 2009）。同时血浆

中总蛋白及白蛋白含量也反映机体营养和代谢状态，而球蛋白质量浓度在一定程度

上对机体免疫状态有所影响（刘红柏等 2009），血清中TP含量也会因肝糖原分解

而变化，故TP变化可间接反映肝组织肝糖原的储备能力( Harikrishnan et al 2003)。在

本研究中，浸泡24 h后，TP、GLB随着ARS浓度升高而升高，这与何福林等（2007）

研究的虹鳟TP含量随水温上升而增加的结果一致，同时在ARS浸泡过程中，中华倒

刺鲃幼鱼机体处于应激状态，机体通过提高GLB含量来提高自身免疫能力来抵抗环

境胁迫。而ALB随着ARS浓度先升高后下降，可能是因为ARS进入鱼体后会和血液

中Ca
2+结合，影响鱼体正常渗透压，可能使机体代谢增强，代谢产物增多，运输代
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谢产物压力加大，鱼体肝脏通过合成较多的ALB来维持体内渗透压平衡，同时也促

使代谢产物排出体外，当ARS浓度进一步增大时，超过鱼体肝脏所能调节的水平，

阻碍肝脏白蛋白合成，其具体生理机理还需要进一步研究，以上3种蛋白变化趋势都

说明高浓度ARS浸泡对肝脏已经造成一定损伤，而且损伤程度以及能否恢复都需要

通过暂养之后进一步研究。 

ARS 浸泡 24 h 后，转入清水池中暂养 5 d 后，400 mg/L，500 mg/L 浓度组中华

倒刺鲃幼鱼总蛋白，球蛋白，白蛋白显著低于对照组，说明高浓度 ARS 浸泡后对幼

鱼肝脏造成一定损伤，使得肝脏蛋白合成功能出现障碍，免疫能力也受到一定影响，

这与李文平（1993）关于仔鸡喹乙醇中毒时伴有血清总蛋白(TP)、白蛋白(ALB)降低

是继发于肝、肾组织功能损害导致蛋白质合成障碍的研究结果一致。在暂养 10 d 后，

只有 500 mg/L 浓度组总蛋白，球蛋白，白蛋白显著低于对照组，其他浓度组与对照

组无显著差异，说明经 10 d 暂养，400 mg/L 浓度组中对肝脏造成的损伤得到一定的

恢复，而 500 mg/L 浓度组对肝脏造成的损伤难以恢复，并且可能会影响其在物质代

谢方面的功能，降低其野外环境的生存能力，对肝脏造成的损伤还需进一步探讨。 

4.4.2 茜素红 S 浸泡 24 h 对幼鱼血液葡萄糖和总胆固醇的影响 

葡萄糖（GLU）是鱼类进行各种代谢活动所需能量的最直接来源，血糖含量可

反映全身的糖代谢和内分泌功能，也可侧面推断饲料营养是否适合，肝胰脏功能是

否完好，同时也被用于指示鱼体对环境应激因子的响应指标（赵万鹏等 2002）。 

经24 hARS浸泡后，除500 mg/L浓度组外，随着ARS浓度升高，血糖浓度也相

应随之提高，这和棕鮰(Ictalurus nebulosus），虹鳟(Salmo gairdneri)暴露在铜离子

溶液中血糖表现出剂量依赖性增加的结果一致（Christensen et al 1972; Nemcsok et al 

1988），当ARS浓度超过400 mg/L之后血糖浓度出现小幅回落，可能是因为高浓度

ARS浸泡对鱼体肝脏组织造成损伤，影响肝糖原的分解。 

胆固醇（T-CHO）的生物学功能极其重要。血浆中70%的总胆固醇（T-CHO）

是在肝胰脏合成并贮存，随后被释放至血液中参与各种激素的合成，是细胞膜必不

可少的组成部分，参与维持细胞正常生理生化功能（万家余等 2003），低密度脂蛋

白（LDH）是糖分解能力的标志物之一，并且是醣酵解的一个终点酶( Hammeren et  
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表4-1 浸泡24 h后ARS对中华倒刺鲃幼鱼血清生化指标的影响 

Table 4-1 Effects of ARS on serum biochemical indices of juvenile Spinibarbus sinensis after 24h 

项目 

Items

ARS 

（mg/L） 

总蛋白 

TP 

（g/L） 

白蛋白 

ALB 

（g/L） 

球蛋白 

GLB 

（g/L） 

葡萄糖 

GLU 

（m mol/L） 

总胆固醇 

TCHO 

（U/L） 

碱性磷酸酶 

ALP 

（U/L） 

肌酐 

CRE 

（μ mol/L） 

谷丙转氨酶 

ALT 

（U/L） 

谷草转氨酶 

AST 

(U/L) 

0 20.00±1.00
aA

 5.0±0.00
bcAB

 15.00±1.00
aA

 3.74±0.11
aA

 6.71±0.10
aA

 140.3±1.53
cB

 211.3±3.51
aA

 69.3±4.16
cBC

 224.3±6.50
bB

 

100 23.3±1.53
bAB

 5.0±1.00bc
AB

 18.33±0.58
bB

 4.06±0.08
bB

 6.79±0.17
aA

 151.3±5.69
dC

 217±2.64
abA

 48.0±1.00
aA

 180.3±4.16
aA

 

200 22. 7±2.08
abA

 5.0±1.00bc
AB

 17.67±1.15
bB

 4.50±0.21
cB

 7.74±0.10
bB

 148.7±3.1
dBC

 222.3±6.02
aA

 59.7±5.03
bAB

 213.3±10.5
bB

 

300 27.0±2.00
cB

 5.67±0.58
cB

 21.33±1.53
cC

 6.95±0.21
eD

 9.87±0.05
cC

 141.0±2.65
cB

 266.0±4.58
cB

 74.3±3.21
cdC

 269.3±6.11
cC

 

400 36.3±1.53
dC

 3.67±0.57
abA

 32.67±1.15
dD

 6.68±0.15
eD

 10.85±0.17
dD

 124.3±2.08
bA

 283.7±2.52
dC

 80.67±4.04
dC

 285.0±6.55
cC

 

500 39.0±1.00
dC

 3.33±0.57
aA

 35.67±0.58
eE

 6.07±0.18
dC

 9.73±0.15
cC

 117.3±4.73
aA

 323.0±9.54
eD

 222.0±8.54
eD

 507.7±14.1
eD

 

 

注：同列数据后标不同小写字母者表示差异显著(p＜0.05)，同列数据后标不同大写字母者表示差异极显著(p＜0.01)。 

Note：Different lowercase letters indicates difference is significant at the 0.05 level between groups, Different upercase letters indicates difference is 

significant at the 0.01 level between groups. 

 

 

 



华中农业大学 2015 届硕士研究生学位论文 

32 

表4-2 暂养5 d之后ARS对中华倒刺鲃幼鱼血清生化指标的影响 

Table 4-2 Effects of ARS on serum biochemical indices of juvenile Spinibarbus sinensis after 5 d 

项目 

Items 

ARS 

（mg/L） 

总蛋白 

TP 

（g/L） 

白蛋白 

ALB 

（g/L） 

球蛋白 

GLB 

（g/L） 

葡萄糖 

GLU 

（m mol/L） 

总胆固醇 

TCHO 

（U/L） 

碱性磷酸酶 

ALP 

（U/L） 

肌酐 

CRE 

（μ mol/L） 

谷丙转氨酶 

ALT 

（U/L） 

谷草转氨酶 

AST 

(U/L) 

0 22.93±0.27
c
 5.37±0.18

c
 17.56±0.09

c
 4.78±0.71

b
 7.43±0.85

c
 143.7±1.05

c
 228.57±4.2

a
 73.06±3.19

a
 243.7±4.95

a
 

100 23.2±0.25
cd

 5.38±0.16
c
 17.78±0.41

c
 4.87±0.53

b
 7.44±0.18

c
 143.3±2.35

c
 229.6±5.27

a
 73.4±2.14

a
 245. 5±3.64

a
 

200 23.2±0.28
cd

 5.40±0.16
c
 17.81±0.3

c
 4.79±0.12

b
 7.56±0.35

c
 143.9±2.26

c
 228.3±4.51

a
 74.39±3.11

a
 245.8±5.41

a
 

300 23.45±0.20
d
 5.59±0.89

c
 17.86±0.24

c
 4.91±0.5

b
 7.61±0.14

c
 144.3±2.29

c
 229.8±3.24

a
 73.16±2.32

a
 249.9±5.32

a
 

400 21.39±0.28
b
 4.94±0.8

b
 16.44±0.29

b
 4.74±0.1

b
 6.66±0.17

b
 128.2±1.53

b
 248.5±5.56

b
 94.42±3.74

b
 279.3±4.29

b
 

500 19.69±0.32
a
 4.64±0.1

a
 15.5±0.42

a
 4.23±0.09

a
 6.08±0.19

a
 123.2±1.47

a
 314.77±5.3

c
 150.7±5.32

c
 416.7±8.12

c
 

注：同列数据后标不同小写字母者表示差异显著(p＜0.05)。 

Note：Different lowercase letters indicates difference is significant at the 0.05 level between groups. 
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表4-3 暂养10 d之后ARS对中华倒刺鲃幼鱼血清生化指标的影响 

Table 4-3 Effects of ARS on serum biochemical indices of juvenile Spinibarbus sinensis after 10 d 

项目 

Items 

ARS

（mg/L） 

总蛋白 

TP 

（g/L） 

白蛋白 

ALB 

（g/L） 

球蛋白 

GLB 

（g/L） 

葡萄糖 

GLU 

（m mol/L） 

总胆固醇 

TCHO 

（U/L） 

碱性磷酸酶 

ALP 

（U/L） 

肌酐 

CRE 

（μ mol/L） 

谷丙转氨酶 

ALT 

（U/L） 

谷草转氨酶 

AST 

(U/L) 

0 22.92±

0.22
b
 

5.31±0.26
b
 17.6±0.21

b
 4.67±0.71

b
 7.53±0.39

b
 146.7±1.8

b
 221.5±3.8

a
 74.1±2.25

a
 252.8±2.7

a
 

100 22.91±

0.54
b
 

5.35±0.62
b
 17.6±0.49

b
 4.69±0.12

b
 7.64±0.27

b
 146.4±2.6

b
 220.8±4.3

a
 74.2±1.33

a
 251.9±4.3

a
 

200 23.07±

0.37
b
 

5.38±0.25
b
 17.7±0.38

b
 4.75±0.08

b
 7.67±0.45

b
 147.1±3.5

b
 222.6±2.1

a
 74.2±2.45

a
 252.1±6.6

a
 

300 23.54±

0.26
b
 

5.41±0.51
b
 18.1±0.2

b
 4.81±0.12

b
 7.69±0.41

b
 147.4±3.3

b
 221.6±5.3

a
 74.3±3.25

a
 253.1±4.3

a
 

400 22.89±

0.29
b
 

5.28±0.36
b
 17.6±0.31

b
 4.75±0.09

b
 7.53±0.08

b
 147.9±4.7

b
 223.4±4.4

a
 74.7±2.15

a
 252.9±3.1

a
 

500 19.67±

0.31
a
 

4.69±0.15
a
 14.9±0.43

a
 4.24±0.11

a
 6.71±0.18

a
 128.9±2.6

a
 285.8±5.0

b
 135.4±5.6

b
 413.7±8.4

b
 

注：同列数据后标不同小写字母者表示差异显著(p＜0.05)。 

Note：Different lowercase letters indicates difference is significant at the 0.05 level between groups.
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al 1992)。李彦明等（2008）指出：LDH主要功能是将胆固醇从肝胰脏转运至周围的

血管中，尤其是到心脏周围的血管中，容易造成其在血管壁的积累，可能引起动脉

硬化。鱼体血浆中胆固醇含量增加，会出现动脉硬化病发症（Farrell et al 1983）。 

本实验中浸泡24 h后，除500 mg/L浓度组外，T-CHO随着ARS浓度的升高而升

高，这与姚龙章等（2011）关于Cu
2+对中华鲟幼鱼胆固醇产生显著影响的研究相一

致。当ARS浓度达到500 mg/L时可能阻碍鱼体脂类代谢，使得血浆中T-CHO含量降

低，其具体作用机理还需要进一步研究。 

暂养5 d后，400 mg/L，500 mg/L浓度组的总胆固醇显著低于对照组，同时500 

mg/L浓度组葡萄糖显著低于对照组，其他浓度组与对照组无显著差异。所以高浓度

组葡萄糖降低的原因可能是肝脏受到损伤后，影响肝糖原的合成与分解。总胆固醇

降低的原因一个是肝脏受损后，降低肝脏合成胆固醇的能力，另外一个原因是糖代

谢降低导致低密度脂蛋白生成减少，不能及时从肝胰脏中携带胆固醇进入血管中使

得其含量降低。而暂养10 d后，只有500 mg/L浓度组血糖，总胆固醇含量显著低于

对照组，400 mg/L浓度组血糖，总胆固醇含量与对照组无差异，可见，高浓度ARS

严重影响幼鱼的肝脏功能，400 mg/L浓度组经暂养后可得到恢复，而500 mg/L浓度

组因受损严重，未能完全恢复。 

4.4.3 ARS 浸泡 24 h 后对幼鱼血液转氨酶活性的影响 

正常生理状况下，肝脏细胞中的转氨酶仅有很少一部分被释放进入血浆中，所

以正常情况下血浆的转氨酶含量很少，一旦肝组织病变导致其肝细胞膜的通透性增

加，肝脏组织中的转氨酶会被大量释放进入血液中，引起血浆中转氨酶升高。因此，

鱼体血浆中转氨酶活性升高意味着肝脏组织受到破坏，肝负担加重（张永嘉等 1994；

尾崎久雄 1982），血清中转氨酶是肝功能重要的血液学指标（Jyothi et al 1997）。

ALT主要分布在肝细胞浆中，AST主要分布在肝细胞的线粒体中（LI Y et al 2008）。

本实验研究发现：低浓度ARS浸染24 h后，中华倒刺鲃幼鱼血液中AST、ALT含量降

低，说明肝脏为应对低浓度刺激会增加应激蛋白类的合成，蛋白代谢强度增大，使

得肝脏中AST、ALT含量降低，释放到血液中比较少，导致血液中转氨酶含量减少，

随着ARS浓度升高，血液中转氨酶含量升高，说明此时肝脏已受到一定程度损伤。
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这与陈寅儿等（2005）报道的鲈鱼患病后血液中AST、ALT酶活上升，表明鱼体肝

脏组织受损的结论一致。 

暂养5 d后，400 mg/L，500 mg/L浓度组转氨酶活性显著高于对照组，而暂养10 d

后400 mg/L浓度组转氨酶已恢复，与对照组无显著差异，而500 mg/L浓度组转氨酶

活性显著高于对照组，尽管在高浓度ARS的胁迫下肝脏都受到一定程度损伤，但因

浓度不同，组织细胞受损程度有所差异。400 mg/L浓度组肝脏可能受到轻型损伤，

细胞中线粒体仍保存完整，暂养10 d后通过自身的代谢能够恢复。而500 mg/L浓度

组肝细胞受损程度比较严重，肝细胞线粒体遭到严重破坏，无法通过自身代谢而恢

复正常，所以暂养10 d后转氨酶活性依然显著高于对照组。 

4.4.4 ARS 浸泡 24 h 后对幼鱼血液中肌酐和碱性磷酸酶的影响 

血浆碱性磷酸酶（ALP）主要来自肝脏与骨骼，是以酶原的形式存在于肝细胞

中，它参加机体中许多生理代谢过程（物质转运、离子分泌、软骨钙化等）(王维娜

等 2001)，ALP在鱼体中会直接参加磷酸基团的转移与相关代谢反应，所以其在物

质代谢与免疫保护方面有重要作用（区又君等 2011），碱性磷酸酶活性降低表明急

性低氧胁迫可能对机体免疫力造成不利影响。ALP常被用来指示肝功能和骨损伤

（Richard et al 1987）。浸泡 24 h后，ARS染液浓度很低时，机体处于应激状态，新

陈代谢强度较高，肝脏代谢旺盛，因而血液中会产生较多ALP来帮助机体应对这种

生理应激状态。随着ARS浓度增大，应激强度增大，超过了机体的调节能力，ALP

合成受阻，导致血液中含量下降，同时也说明处于高浓度ARS浸泡下机体肝脏受到

一定程度损伤，这与章龙珍等（2010）研究的 1.6 mg/L Pb的长期胁迫可能破坏了中

华鲟幼鱼的解毒调节机制，有可能会诱发肝组织损伤的研究一致。 

而暂养 5 d后，400 mg/L，500 mg/L浓度组碱性磷酸酶显著低于对照组，可看

出高浓度ARS浸泡对其肝脏造成了损伤，使得肝脏组织合成碱性磷酸酶的能力下降，

同时会对幼鱼免疫系统造成损伤。暂养 10 d后，400 mg/L浓度组肌酐和碱性磷酸酶

指标在自身的组织代偿作用下已得到恢复，而 500 mg/L浓度组幼鱼肝脏受损后并未

恢复。 
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肌酐（CRE）是鱼体运动时肌肉组织产生的代谢产物，最后由肾脏排出体外。

血浆中CRE含量一旦过高，意味其肝脏功能受损（周玉等 2002）。同时肌酐又是能

够反映鱼体鳃和肾脏机能的重要生化指标，其含量升高意味鱼体鳃部与肾脏组织因

损伤而发生机能紊乱（Burtis et al 1996）。尾崎久雄（1982）认为肾脏机能一旦发生

障碍，血清中肌酐含量可能增大。经ARS浸泡24 h后，血浆中CRE随着ARS染液浓度

升高呈现显著性升高。说明随着ARS浓度逐渐升高，幼鱼鳃部和肾脏组织负担不断

加重，高浓度ARS染液可能对中华倒刺鲃幼鱼的鳃和肾脏造成一定损伤，这和巩华

等（2005）研究给鲤投喂恩诺沙星和氯霉素后，其血液中非蛋白氮和CRE均高于对

照组，说明药物已对肝脏和肾脏造成了损伤的结论一致。 

暂养5 d后，400 mg/L，500 mg/L浓度组肌酐显著性高于对照组，其他浓度组与

对照组无显著差异。说明过高浓度的ARS会对幼鱼鳃和肾脏造成损伤，加重鳃和肾

脏的负担，使其功能出现紊乱。与区又君等（2014）关于低氧胁迫对卵形鲳鲹生化

指标的研究结果一致。暂养10 d后，400 mg/L浓度肌酐含量与对照组无显著差异，

说明其经过自身组织代偿功能，肾脏和鳃组织已得到一定限度的恢复，而500 mg/L

浓度组肌酐显著高于对照组，说明500 mg/L浓度组幼鱼鳃和肾脏组织受损后无法恢

复。 

4.5 结论 

综合毒理实验浸泡过程中幼鱼死亡率和浸泡24 h后幼鱼各生化指标的变化两方

面分析可知，当ARS染液浓度≤200 mg/L时，对中华倒刺鲃幼鱼比较安全；当ARS

染液浓度≥300 mg/L时，中华倒刺鲃幼鱼虽然不会出现死亡，但可能会对鳃、肝脏、

肾脏等器官造成一定程度的损伤。 

浸泡24 h后，由3次血液生化指标数据综合分析可得：经300 mg/L，400 mg/L浓

度组浸泡过的幼鱼其受到的组织损伤在暂养5 d后可以在自身组织的代偿作用下得

以恢复，而500 mg/L浓度组所造成的组织损伤经过10 d暂养仍未得到恢复，所以对

中华倒刺鲃幼鱼进行茜素红S浸泡标记时的浓度不能超过400 mg/L。 

 

 



茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼的染色效果以及对其应激响应机制的研究 

37 

第五章 茜素红 S 对幼鱼不同组织抗氧化酶系统的影响 

5.1 前言 

在长期进化过程中，需氧生物在与大自然相互选择的适应中形成一系列抗氧化

机制来避免代谢过程中氧自由基所对机体造成伤害。鱼类受到外源因子胁迫时，会

在机体中产生大量的氧自由基（ROS），ROS 是生物体内最常见的自由基，一旦生

成过多会对机体造成氧化胁迫，引起组织脂质过氧化，监测组织中丙二醛（MDA）

含量可间接反映组织细胞的损伤程度。而机体抗氧化酶系统可以有效防止氧自由基

对机体造成损害。目前鱼体抗氧化酶系统中主要的抗氧化酶有超氧化物歧化酶

(SOD)、过氧化氢酶（CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶（GPH-Px) 等（唐学玺等 2000；

王重刚等 2002）。 

近些年，化学荧光标记已被广泛应用于水生生物的标记放流工作中，并在种群

生长动态调查，种群的年龄组成确定以及种群的区别与鉴定等方面取得了极显著成

效（Oliveira et al 1996; Stewart et al 1996）。采用化学荧光浸泡标记鱼类，可以减少

鱼体受到的损伤，降低死亡率，操作简单，标记均匀，保存时间长，可短期内实现

大规模标记放流的需要（Szedlmayer et al 1995）。目前，国内外就化学荧光标记的

研究方面仅仅局限在标记效果、人工成本、放流鱼的成活率、生长指标、标记的持

久性上。而荧光物质的浓度过高、浸泡时间过长都会对标记鱼类产生毒性，从而影

响其生理功能。当鱼体浸泡于化学荧光染液中时，机体会处于应激状态，机体产生

的氧自由基会对机体造成氧化损伤（Silva et al 1999）。而关于浸泡过程中化学荧光

物质是否会对放流鱼类体造成损伤以及损伤的程度如何等相关研究知之甚少。当机

体处于应激状态时，机体的抗氧化酶系统会自发启动用以清除氧自由基以减轻机体

所受到的氧化损伤。通过测定组织抗氧化酶活性就可以在一定程度上了解鱼体在浸

泡过程中所受的损伤。 

本实验采用不同浓度茜素红 S 对中华倒刺鲃幼鱼进行浸泡染色，并测量浸泡 24 

h，暂养 5 d，10 d 后不同组织抗氧化酶的活性，对茜素红 S 进行安全评估，并探知

茜素红 S 对其不同组织的生理影响，以期为荧光浸泡标记法的安全程度提供参考依

据。 
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5.2 材料与方法 

5.2.1 实验用鱼 

同上 2.2.1 

5.2.2 实验条件 

同上 2.2.3 

5.2.3 实验方法 

根据急性毒理实验结果，正式实验在 0 mg/L 的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 mg/L、100 mg/L、200 mg/L、300  

mg/L、400 mg/L、500 mg/L。各浓度组设 3 个平行，每组浓度投放 12 尾中华倒刺鲃

幼鱼，浸泡 24 h 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/L 

MS-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。 

取完样后，把剩余中华倒刺鲃幼鱼分别放入编号为 100 mg/L、200 mg/L、300 

mg/L、400 mg/L、500 mg/L 的暂养池中暂养，并在 5 d、10 d 之后按照同样方法进

行取样测量其抗氧化酶活性和丙二醛含量。 

5.2.4 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︰体积=1︰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 10 min，

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
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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）。 

5.2.5 数据统计 

实验所得数据用平均值±标准误(Mean±SD)表示。实验数据通过SPSS 17.0软件

处理，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，p＜0.01表示差异极显著。SOD、CAT和GSH-Px活性分别测定3次，分析各

浓度处理组与对照组的差异显著性。用Excel 2007版软件作图。 

5.3 实验结果 

5.3.1 茜素红 S 浸泡 24 h 后脑组织抗氧化酶活性 

在不同浓度 ARS 染液浸泡 24 h 后，脑组织 SOD 酶活性变化趋势如图 5-1 所示：

随着 ARS 浓度不断升高，SOD 酶活性先升高后下降，当 ARS 浓度为 400 mg/L 时，

SOD 酶活性达到最大值（21.74±0.54），显著高于对照组（13.03±0.62）（p＜0.05），

除 100 mg/L 浓度组中 SOD 略升高外（p＞0.05），其他浓度组 SOD 显著高于对照

组(p＜0.05)，ARS 对脑组织 SOD 酶整体上表现为诱导作用。脑组织 CAT 酶活性变

化趋势与 SOD 的趋势相同（如图 5-2），400 mg/L 浓度组时达到最大（2.91±0.27），

显著高于对照组（2.08±0.14）（p＜0.05），整体表现为诱导作用。而随着 ARS 浓

度不断升高，GSH-Px 酶活性变化趋势为不断升高（如图 5-3）。总之，ARS 对脑组

织抗氧化酶系统整体表现为诱导作用。 

5.3.2 茜素红 S 浸泡 24 h 后鳃组织抗氧化酶活性 

随着 ARS 浓度升高，鳃组织 SOD 酶活性表现为先降低后升高再降低的趋势（如

图 5-1），当 ARS 浓度为 300 mg/L 时，SOD 酶活性达到最大值（11.38±0.51），

明显高于对照组（8.52±0.34）(p＜0.05)，100 mg/L，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 SOD 酶活性显著

高于对照组（p＜0.05），表现为诱导作用。鳃组织 GSH-Px 酶活性变化趋势与 SOD

酶一致，如图 5-3 所示：200 mg/L，300 mg/L，400 mg/L 浓度组 GSH-Px 酶活性显
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著或不显著高于对照组，表现为诱导作用，而 100 mg/L，500 mg/L 浓度组 GSH-Px

酶活性显著低于对照组（p＜0.05），表现为抑制作用。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（如图 5-2）。当 ARS 浓度达 300 mg/L 时，CAT

酶活性达到最大值（4.28±0.18），显著高于对照组（2.43±0.05）(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。 
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图 5-1 不同浓度 ARS 胁迫 24h 后，中华倒刺鲃幼鱼不同组织 SOD 活性的影响，不同字母

表示同一组织的组间有显著性差异（p＜0.05），肝脏数据见右纵坐标，下同。 

Fig. 5-1 Effects of ARS stress 24h on activity of  SOD of different organization in Spinibarbus 

sinensis ,different letters mean significant difference with control（P<0.05）. data of the live 

according to light ordinate ,the same as the following 

5.3.3 茜素红 S 浸泡 24 h 后肝脏组织抗氧化酶活性 

随着 ARS 浓度升高，肝脏组织 SOD 酶活性表现为先降低后升高再降低的趋势

（如图 5-1），当 ARS 浓度达 300 mg/L 时，SOD 酶活性达到最大值（110.39±0.89），

显著高于对照组（93.12±0.76）（p＜0.05），100 mg/L，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 SOD 酶活性显

著高于对照组（p＜0.05），表现为诱导作用。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 5-2）。当 ARS 浓度为 300 mg/L 时，CAT 酶

活性达到最大值（86.34±0.18），显著高于对照组（66.95±0.33）(p＜0.05)，除 100 

mg/L，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
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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

性变化趋势为波动性，如图 5-3 所示。200 mg/L，300 mg/L，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 mg/L，500 mg/L 浓度

组 GSH-Px 酶活性显著或者不显著的低于对照组，表现为抑制作用。 
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图 5-2 不同浓度 ARS 胁迫 24h 后，中华倒刺鲃幼鱼不同组织 CAT 活性的影响，不同字母

表示组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig. 5-2 Effects of ARS stress 24h on activity of CAT of different organization in Spinibarbus 

sinensis ,different letters mean significant difference with control（P<0.05）. 
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图 5-3 不同浓度 ARS 胁迫 24h 后，中华倒刺鲃幼鱼不同组织 GSH-Px 活性的影响，不同字

母表示组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig. 5-3 Effects of ARS stress 24h on activity of GSH-Px of different organization in Spinibarbus 

sinensis ,different letters mean significant difference with control（P<0.05）. 
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5.3.4 茜素红 S 浸泡 24 h 后不同组织丙二醛的含量 

不同浓度 ARS 浸泡 24 h 后，中华倒刺鲃幼鱼不同组织 MDA 含量的变化如图

5-4 所示：可以看出不同组织 MDA 含量差异明显，从高到低依次为：肝脏，鳃，脑。

这可能与不同组织行使不同的生理机能有关。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，在 300 mg/L 浓度组中达到最低值，显著低于对照组

（p＜0.05），而 400 mg/L、500 mg/L 浓度组 MDA 含量显著高于对照组（p＜0.05）。

鳃组织 MDA 含量随 ARS 浓度的升高不断升高，除 100 mg/L 浓度组 MDA 含量略低

于对照组外（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 ARS 浓度的升高先降低后升高。100 mg/L 浓度组显著低于对

照组（p＜0.05），200 mg/L、300 mg/L 浓度组略低于对照组（p＞0.05），400 mg/L、

500 mg/L 浓度组显著高于对照组（p＜0.05）。 
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图 5-4 不同浓度 ARS 胁迫 24h 后，中华倒刺鲃幼鱼不同组织丙二醛的含量，不同字母表示

组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig 5-4 content of ARS stress 24h on MDA of different organizations in Spinibarbus sinensis, 

different letters mean significant difference with control（P<0.05） 

5.3.5 暂养后脑组织抗氧化酶活性的恢复 

暂养 5 d 后，如图 5-5、5-6、5-7 所示：随着 ARS 浓度的升高，脑组织的 SOD，

CAT，GSH-Px 3 种抗氧化酶的活性依然表现为不断升高的趋势。同时各浓度组 SOD
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活性均显著高于对照组（P＜0.05）；≥300 mg/L 的浓度组中 CAT 活性显著高于对

照组（P＜0.05）；≥400 mg/L 的浓度组中 GSH-Px 活性显著高于对照组（P＜0.05）。 

暂养 10 d 后，如图 5-8、5-9、5-10 所示：脑组织中 3 种抗氧化酶除 500 mg/L

浓度组 SOD 活性显著高于对照组外（P＜0.05），其他浓度组抗氧化酶活性与对照

组无显著性差别。 

5.3.6 暂养后鳃组织抗氧化酶活性的恢复 

如图 5-5、5-6、5-7 所示：随着 ARS 浓度的升高，鳃组织 SOD，CAT，GSH-Px3

种抗氧化酶活性表现为先升高后下降，除 100 mg/L 浓度组抗氧化酶活性与对照组无

显著性差异（P＞0.05），其他浓度组均与对照组有显著性差异（P＜0.05），400 mg/L

浓度组抗氧化酶的活性最高（P＜0.05），500 mg/L 浓度组抗氧化酶活性最低，且显

著低于对照组（P＜0.05）。 
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图 5-5 浸泡 24h 之后，暂养 5 d 后中华倒刺鲃幼鱼的不同组织 SOD 活性变化，不同字母表

示组间有显著性差异（p＜0.05），肝脏数据见右坐标。 

Fig.5-5 Effects of ARS on activity of  SOD of different organization in Spinibarbus sinensis 

after temporary support for 5d ,different letters mean significant difference with control（P<0.05）. 

data of the live according to light ordinate ,the same as the following 
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图 5-6 浸泡 24 h 后，暂养 5 d 后中华倒刺鲃幼鱼的不同组织 CAT 活性变化，不同字母表示

组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig. 5-6 Effects of ARS on activity of  CAT of different organization in Spinibarbus sinensis 

after temporary support for 5d ,different letters mean significant difference with control（P<0.05）. 

data of the live according to light ordinate ,the same as the following 
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图 5-7 浸泡 24 h 后，暂养 5 d 后中华倒刺鲃幼鱼的不同组织 GSH-Px 活性变化，不同字母

表示组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig. 5-7 Effects of ARS on activity of  GSH-Px of different organization in Spinibarbus sinensis 

after temporary support for 5d ,different letters mean significant difference with control（P<0.05）. 

data of the live according to light ordinate ,the same as the following 

暂养 10 d 后，如图 5-8、5-9、5-10 所示：鳃组织中 SOD，CAT 除 500 mg/L 浓

度组酶活显著高于对照组外（p＜0.05），其他浓度组酶活与对照组无显著性差异（p
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＞0.05）；而 400 mg/L 鳃组织 GSH-Px 酶活显著高于对照组（p＜0.05），500 mg/L

鳃组织 GSH-Px 酶活显著低于对照组（p＜0.05）。 

5.3.7 暂养后肝脏组织抗氧化酶活性的恢复 

暂养 5 d 后，如图 5-5、5-6、5-7 所示：随着 ARS 浓度的升高肝脏组织的 SOD，

CAT，GSH-Px 3 种抗氧化酶活性表现为先升高后下降的趋势，400 mg/L 浓度组抗氧

化酶的活性最高（P＜0.05），500 mg/L 浓度组抗氧化酶活性最低，且显著低于对照

组（P＜0.05）。 

 暂养 10 d 后，如图 5-8、5-9、5-10 所示：肝脏组织中 3 种抗氧化酶除 500 mg/L

浓度组 SOD，CAT，GSH-Px 酶活性显著低于对照组外（p＜0.05），其他浓度组抗

氧化酶活性与对照组无显著性差异。 
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图 5-8 浸泡 24 h 之后，暂养 10 d 后中华倒刺鲃幼鱼的不同组织 SOD 活性变化，不同字母

表示组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig. 5-8 Effects of ARS on activity of  SOD of different organization in Spinibarbus sinensis 

after temporary support for 10d ,different letters mean significant difference with control

（P<0.05）. data of the live according to light ordinate ,the same as the following 
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图 5-9 浸泡 24 h 之后，暂养 10 d 后中华倒刺鲃幼鱼的不同组织 CAT 活性变化，不同字母

表示组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig. 5-9 Effects of ARS on activity of  CATof different organization in Spinibarbus sinensis 

after temporary support for 10d ,different letters mean significant difference with control

（P<0.05）. data of the live according to light ordinate ,the same as the following 
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图 5-10 浸泡 24 h 之后，暂养 10 d 后中华倒刺鲃幼鱼的不同组织 GSH-Px 活性变化，不同字

母表示组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig. 5-10 Effects of ARS on activity of  GSH-Px of different organization in Spinibarbus 

sinensis after temporary support for 10d ,different letters mean significant difference with control

（P<0.05）. data of the live according to light ordinate ,the same as the following 
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5.3.8 暂养后不同组织丙二醛含量的变化 

暂养 5 d 后，如图 5-11 所示：脑组织中 MDA 含量随着 ARS 浓度的升高先下降

后升高，100 mg/L 浓度组 MDA 含量略低于对照组（p＞0.05），其他浓度组中 MDA

含量与对照组有显著性差异（p＜0.05），400 mg/L 浓度组 MDA 含量最低（p＜0.05），

500 mg/L 浓度组含量最高（p＜0.05）；鳃组织中 MDA 含量随着 ARS 浓度的升高

不断升高，≥300 mg/L 浓度组 MDA 含量显著高于对照组（p＜0.05）；肝脏组织

MDA 含量随 ARS 浓度的升高先降低后升高，100 mg/L 浓度组 MDA 含量最低，显

著低于对照组（p＜0.05），500 mg/L 浓度组 MDA 含量最高，显著高于对照组（p

＜0.05）。 

暂养 10 d 后，如图 5-12 所示：各浓度组脑组织 MDA 含量与对照组无显著性差

异（p＞0.05）；除 500 mg/L 浓度组鳃组织，肝脏组织中 MDA 含量显著低于对照组

外（p＜0.05），其他各浓度组鳃组织，肝脏组织中 MDA 含量与对照组无显著性差

异（p＞0.05）。 
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图 5-11 不同浓度 ARS 胁迫 24 h，暂养 5 d 后，中华倒刺鲃幼鱼不同组织丙二醛的含量，不

同字母表示组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig 5-11 Content of ARS on MDA of different organizations in Spinibarbus sinensis after 

temporary support for 5d, different letters mean significant difference with control（P<0.05） 
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图 5-12 不同浓度 ARS 胁迫 24 h，暂养 10 d 后，中华倒刺鲃幼鱼不同组织丙二醛的含量，

不同字母表示组间有显著性差异（p＜0.05）。 

Fig 5-11 Content of ARS on MDA of different organizations in Spinibarbus sinensis after 

temporary support for 10d, different letters mean significant difference with control（P<0.05） 

5.4 讨论 

5.4.1 茜素红 S 浸泡 24 h 后对不同组织抗氧化酶的影响 

研究表明：外源性有机物毒性机制主要是因机体中产生过多的氧自由基（ROS），

ROS 具有高度活性，会对细胞成分造成损伤。此时，机体内的抗氧化酶系统就开始

发挥抗氧化功能，清除机体中多余的 ROS，减轻机体所受的损伤（Di Giulio et al 

1989）。 

SOD 和 CAT 是清除机体中氧自由基最主要及最重要的蛋白酶，对防止机体组

织因氧化受损及抗氧化过程中吞噬异物方面有强的防御功能。一般来说，在清除活

性氧过程中，SOD 最早将 O2
－·歧化为 H2O2 和 H2O，CAT 再将 H2O2 催化为 H2O

和 O2，从而达到机体解毒作用（张克烽等 2007），本研究中，在 ARS 浸泡胁迫下，

中华倒刺鲃幼鱼肝脏、鳃、脑组织 SOD、CAT 活性变化趋势基本一致，都呈现先升

高再降低的变化规律，表现出毒理学中较普遍的抛物线型剂量效应关系，即低浓度

ARS 对鱼体组织抗氧化酶起诱导作用，而高浓度 ARS 对鱼体抗氧化酶起抑制作用。

初步推测随着 ARS 浓度不断升高，低浓度组诱导鱼体产生较多氧自由基，激活了机

体抗氧化防御系统，诱导产生了更多 SOD，CAT 等抗氧化酶来清除体内多余的氧自
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由基，防止机体受到氧化损伤。当 ARS 浓度进一步升高，鱼体产生的活性氧自由基

超过其自身抗氧化系统的抵御能力，因而会对机体细胞产生不可逆的损伤，破坏组

织细胞结构，使得抗氧化酶活性又逐渐下降，甚至低于对照组。这与王凡等（2008）、

胡蓉等（2011）分别对牙鲆(Paralichthys olivaceus)和鲫(Carassius auratus)抗氧化酶

的研究结果一致。 

在 100 mg/L 浓度组中，肝脏组织和鳃组织 SOD 显著低于对照组，可能是在 100 

mg/L 浓度 ARS 胁迫下，鱼体处于氧化应激状态，机体代谢增强，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积累，致使 SOD 含量暂时降低。当

ARS 浓度≤300 mg/L 时，肝脏和鳃组织 SOD 和 CAT 活性受到诱导，活性显著升高，

这一变化：即有毒物质在低浓度中出现增益是其在无毒情况下的刺激反应，被称为

“毒物兴奋效应”。而 500 mg/L 浓度组 SOD 和 CAT 明显受到抑制，出现“毒物抑

制效应”。而不同浓度组脑组织 SOD 和 CAT 活性都显著高于对照组，只出现“毒

物兴奋效应”。 从不同组织抗氧化酶 CAT 和 SOD 活性的变化可看出：500 mg/L

浓度组时，幼鱼肝脏，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（Dandapat J et al 2003）。经 ARS 24 h 浸泡后，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（2011）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，肝脏组织和鳃组织 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，其详细生理过程需要进一步的研究。 

针对 SOD、CAT 和 GSH-Px 的变化呈现抛物线型剂量效应关系，谭树华（2006）

等指出抛物线顶点所对应的污染浓度可作为生物对此污染物的耐受阈值，一旦超过

此耐受阈值，相应酶的活性就开始下降，这也是鱼类发生中毒反应的前兆（孟范平

等 2008）。本实验结果表明：脑、鳃和肝脏组织的 SOD，CAT 各自对的耐受阈值
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各不相同，分别是 400 mg/L ，300 mg/L，300 mg/L，而脑，鳃，肝脏组织 GSH-Px

的耐受阈值分别是：≥500 mg/L ，300 mg/L ，400 mg/L，这可能由于不同组织执

行的生理功能不同导致的结果，同时说明抗氧化酶系统的耐受阈值具有组织器官特

异性。 

5.4.2 茜素红 S 浸泡 24 h 后对不同组织脂质过氧化的影响 

丙二醛（MDA）是一种脂质过氧化的代谢产物，其质量分数既能反映脂质过氧

化强度，同时也可间接反映鱼类机体中 ROS 含量。MDA 与各抗氧化酶变化相结合，

共同反映鱼体所受到的氧化胁迫（Scandalios et al,1993）。从 MDA 含量的数值上可

看出不同组织含量差异很大，从大到小依次为肝脏、脑、鳃。抗氧化酶活性和 MDA

含量的组织特异性，可能与不同组织器官执行的生理功能以及代谢水平有关。本实

验中，肝脏、脑、鳃组织中 MDA 含量随着 ARS 浓度升高均表现出先降低再升高的

趋势，低浓度，中浓度组时，机体不同组织处于氧化应激状态，体内产生较多的氧

自由基，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 含量降低，但机体抗氧化酶的抗

氧化能力是有限的，当 ARS 浓度超过机体所能承受的范围之后，机体会因过量氧自

由基的产生，使得机体中脂质过氧化程度进一步加剧，进而组织细胞膜的结构和功

能遭到不可逆的损伤，导致 MDA 含量急速上升，最终使得机体生理生化代谢发生

障碍，甚至死亡。这种“低抑高促”效应与汪承润等（2005）研究结果一致。可见

MDA 数值越高，表示组织受损程度越严重，在毒理学中，一般利用最低可观察效应

质量浓度（LOEC）值来反映鱼体对污染物的敏感度。本实验中肝脏、脑、鳃组织

MDA 的 LOEC 分别是 400 mg/L，500 mg/L，200 mg/L。可见鳃部对茜素红 S 浸泡

的敏感性最高。 

5.4.3 暂养后幼鱼不同组织抗氧化酶活性的恢复 

Winstun等（1991）认为当机体受到外源刺激后, 会诱导产生过多的氧自由基，

进而使得鱼体遭到氧化损伤。此时鱼体中抗氧化系统就会自发通过改变酶活性来清

除ROS，防止机体受到氧化损伤。 

近年来，由于鱼类生存环境污染的加剧，以及水体中有害物质对机体生理功能

的影响日益严重，因此对其毒理研究日益增多，运用SOD、CAT 和 GSH-Px 和MDA 
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等作为环境胁迫程度指标的研究在水生生物中已有广泛的研究（Rodriguez et 

al,1993）。本实验中，暂养5 d之后，各浓度组脑组织中SOD酶活性显著高于对照组，

≥300 mg/L浓度组CAT含量显著高于对照组，≥400 mg/L浓度组GSH-Px含量显著高

于对照组，可能是暂养5 d后，由于ARS染液胁迫，体内还存在大量氧自由基需要通

过抗氧化酶系统来消除，所以机体通过提高SOD酶活性来消除自由基对机体的损害，

低浓度组（100 mg/L，200 mg/L）在暂养5 d后其CAT，GSH-Px酶活已恢复到对照组

水平。而为消除高浓度组体内过多自由基，机体刺激抗氧化酶系统产生更多的CAT，

GSH-Px来消除氧自由基；暂养10 d之后，除500 mg/L浓度组SOD酶活显著高于对照

组外，从低浓度到高浓度组的3种抗氧化酶活性都与对照组无显著性差异。说明脑组

织在经过10 d暂养， ARS造成的胁迫损伤通过自身的调节，基本能恢复正常。 

鳃与肝脏组织中抗氧化酶活性在暂养5 d，10 d后的变化基本一致。暂养5 d后，

各浓度组抗氧化酶活性随ARS浓度的升高先升高后降低，并在400 mg/L浓度时达到

最高，在500 mg/L浓度组时达到最低。并且暂养10 d后，除500 mg/L浓度组抗氧化酶

活性显著低于对照组外，其他各浓度组抗氧化酶活性均恢复到对照组水平。表明经

ARS浸泡后，机体产生大量氧自由基，机体抗氧化酶活性被激活，大量产生以消除

过多的自由基。低浓度组抗氧化酶经过5 d暂养部分能恢复至对照组水平，暂养10 d

后，≤400 mg/L浓度组的氧化酶活性都已恢复至对照组水平，这与许莉佳（2009）

研究关于荧光标记斑马鱼稚鱼耳石的效果及其对抗氧化酶活力影响的研究结果一

致。而500 mg/L浓度组抗氧化酶活性经10 d的暂养，酶活性仍显著性低于对照组，

这可能是因为ARS浓度过高造成机体产生大量的氧自由基，超过了机体自身的清除

能力，引起氧自由基在体内的大量堆积，引起组织脂质过氧化，对组织抗氧化酶系

统造成了损伤，降低了组织抗氧化酶合成能力以至于高浓度组抗氧化酶活性降低，

这与夏斌等（2011）关于胜利原油对半滑舌鳎肝脏超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活

性恢复的影响的结果一致。 

5.4.4 暂养后幼鱼不同组织脂质过氧化的变化 

MDA是鱼体脂质过氧化的代谢产物，可以和鱼体中机体蛋白质结合，对鱼体造

成损伤，其含量可以反映机体脂质过氧化代谢速度和程度（孙淑红等 2009）。经过

5 d暂养，各浓度组脑组织MDA含量随着ARS浓度升高而先下降后升高，500 mg/L浓
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度组MDA含量显著高于对照组，其他浓度组MDA含量降低，是由于ARS的胁迫刺激

机体抗氧化酶活性的升高，降低机体中自由基对机体造成的脂质过氧化反应，进而

降低机体中MDA含量。而500 mg/L浓度组MDA升高可能是ARS浓度升高，导致机体

内氧自由基过多的堆积，暂时使脑组织脂质过氧化加剧，MDA含量升高，但暂养10 

d后各浓度组脑组织MDA含量均恢复正常，说明500 mg/L浓度未超过脑组织抗氧化

酶的能力范围，通过自身的调节能恢复正常状态。 

经过5 d暂养，鳃组织MDA含量随ARS升高不断升高，而肝脏组织MDA含量随

ARS升高先降低后升高，100 mg/L，200 mg/L浓度组肝组织MDA含量低于对照组，

是因为机体为清除体内的自由基，激活了机体抗氧化酶系统，抗氧化能力增强，降

低了脂质过氧化程度，使得MDA暂时低于对照组，≥300 mg/L浓度组鳃，肝脏组织

显著高于对照组，说明过高的浓度对组织造成一定损伤，暂养10 d后，仅500 mg/L

浓度组的鳃，肝脏组织MDA含量仍显著高于对照组，说明当ARS的浓度为500 mg/L

时，机体产生的氧自由基超出了机体所能清除的范围，使得机体内氧自由基大量积

累，加剧细胞膜的脂质质过氧化，最终导致机体抗氧化酶活性降低或者酶结构遭到

破坏，进一步导致抗氧化酶活性降低，导致组织过氧化加剧，使得MDA含量升高。

而300 mg/L，400 mg/L浓度组虽然暂时组织受到损伤，通过自身代谢功能的调节能

够恢复。但是机体承受ARS浓度浸泡的能力是有限度的，一旦浓度过高，组织就难

以恢复，甚至造成代谢紊乱和死亡。 

5.5 结论 

1、中华倒刺鲃幼鱼不同组织对 ARS 浸泡的敏感性具有组织特异性。浸泡 24 h

后，肝脏、鳃组织的抗氧化酶都出现“先扬后抑”现象。 

2、中华倒刺鲃幼鱼不同组织对 ARS 脂质过氧化程度的敏感性从大到小依次是

鳃、肝脏，脑。 

3、结合抗氧化酶活性和丙二醛含量综合比较可得：肝脏、鳃、脑组织分别在

300 mg/L、300 mg/L、400 mg/L 时出现中毒前兆，分别在 400 mg/L，200 mg/L，500 

mg/L 时组织已出现脂质过氧化损伤，鳃部组织对 ARS 最敏感。 
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4、对中华倒刺鲃幼鱼进行荧光染色标记时，应结合中华倒刺鲃幼鱼鳃组织对

ARS 的耐受度及其标记效果综合考虑 ARS 浓度，且在浸泡过程中应保持溶氧充足。 

5、当 ARS 浓度在 0～200 mg/L 时，对中华倒刺鲃幼鱼组织不会造成损伤，当

浓度超过 200 mg/L 时，ARS 染液会在对肝脏和鳃组织造成一定损伤。而 300～400 

mg/L ARS 浸泡对组织造成的损伤在暂养 10 d 后，通过其自身代谢修复能力恢复正

常，500 mg/L 浓度时造成的损伤难以恢复。 
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第六章 结论与荧光染色标记建议 

1、 通过毒理试验可说明茜素红S对中华倒刺鲃幼鱼的毒性属于低毒性，适用中

华倒刺鲃幼鱼的标记。 

2、综合考虑本实验ARS浸泡24 h，转入清水暂养5 d，10 d后，3次幼鱼生化各

指标与不同组织抗氧化酶变化两方面分析可知，当ARS染液浓度≤200 mg/L时，对

中华倒刺鲃幼鱼比较安全，当ARS染液浓度≥300 mg/L时，中华倒刺鲃幼鱼虽然不

会出现死亡，但可能会对鳃、肝脏、肾脏等器官造成一定程度损伤，同时300 mg/L

浓度造成组织损伤经过5 d暂养可恢复，400 mg/L浓度造成的组织损伤经过10 d暂养

可恢复，当ARS浓度超过400 mg/L时，对组织造成的损伤可能难以恢复。 

3、同样浓度的荧光浸泡，耳石染色效果鳞片，这与标记鱼类的代谢密切相关。

本研究中虽然200 mg/L浓度组耳石标记率高达91.7%。但该浓度组标记质量良好的百

分比偏低，标记效果不理想，结合生理生化以及抗氧化酶变化综合考虑，建议对中

华倒刺鲃幼鱼进行荧光标记时，ARS的最佳标记浓度为300 mg/L。 

4、探究鱼类适合的荧光染色标记方法（浸泡浓度和时间）时，要综合考虑多种

方面，比如：荧光染料种类，鱼类发育阶段，温度，溶氧等等。首先，不同荧光染

料对不同鱼类以及同种鱼类的不同发育阶段的毒性是不同的，所以在寻找最佳荧光

染料浓度前，有必要弄清楚染料的毒性；再者，根据标记鱼类的发育阶段来确定最

佳浸泡时间，处于快速生长发育期标记鱼类，代谢旺盛，浸泡时间可适当缩短，具

体视染色效果而定，处于非快速生长期的标记鱼类，代谢相对缓慢，在不损伤标记

鱼组织的前提下，可根据染色效果延长标记时间，甚至超过24h；其次，标记鱼的鳃

组织直接暴露于荧光染液中，对荧光染液最敏感，在浸泡过程中，要保持充足的溶

氧；最后，在进行荧光标记时，可通过适当提高水体的温度，来促进鱼体自身的代

谢，进而提高标记效果。 
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图1-1，1-2，1-3，1-4，1-5，1-6分别表示鳞片对照组，0级，1级，2级，3级，4级的

标记质量标准。 

Fig 1-1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6 represents respectively the standard of marking quality for 

control group, Level 0, Level 1, Level 2, Level 3, Level 4 in scale. 

图2-1，2-2，2-3，2-4，2-5分别表示微耳石对照组，0级，1级，2级，3级的标记质

量标准。 

Fig 2-1, 2-2, 2-3, 2-4, 2-5 represents respectively the standard of marking quality for 

control group, Level 0, Level 1, Level 2, Level 3 in lapillus. 

图3-1，3-2，3-3，3-4，3-5分别表示微耳石对照组，0级，1级，2级，3级的标记质

量标准。 

Fig 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 3-5 represents respectively the standard of marking quality for 

control group, Level 0, Level 1, Level 2, Level 3 in asteriscus. 
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