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摘要：随着溴氰菊酯在农业上的广泛应用，其在水环境中的污染机率也在增加。为了研究溴氰菊酯连续暴露对罗非鱼免疫系统的影响。通过测定血清中溶菌酶质量分数，观察罗非鱼（tilapia）肝脾脏的外观变化，以及计算肝脏和脾脏的脏器系数，评价溴氰菊酯连续染毒对罗非鱼的影响。实验设1.0，2.0，3.0，5.0，10.0 μg/L 5个质量浓度组和空白对照组，同时每组设置一个平行样。试验开始后的第3天，1.0 ~5.0 μg/L质量浓度组的罗非鱼血清中的溶菌酶质量浓度接近或略小于对照组，10.0 μg/L质量浓度组与对照组相比下降明显（P<0.05），降幅达49.3% 。实验7~15 d期间，1.0 ~5.0 μg/L质量浓度组罗非鱼血清的溶菌酶质量浓度渐渐升高，高于正常鱼体的质量浓度，最高值可达138.06±2.2 μg/mL，为对照组的220.9%（P<0.05）。10.0 μg/L试验组罗非鱼血清中溶菌酶的质量浓度在试验第7天时降至最低，为26.5±1.9 μg/mL，为对照组的42.4%，表现出明显的抑制作用（P<0.01）。随着暴露时间的延长，各试验组在20 d时恢复至正常水平，血清中溶菌酶的质量浓度与对照组相比没有明显差异（P>0.05）；溴氰菊酯染毒第25天时罗非鱼的肝脏和脾脏的脏器系数与对照组相比均未发生明显的差异， 罗非鱼的脾脏外观没有发生异常，但肝脏却发生了明显的病变，试验第25d时10.0 μg/L质量浓度组罗非鱼肝脏的异常率达66.67%。试验结果表明，溴氰菊酯对罗非鱼血清中溶菌酶的影响是可逆的，对肝脏会造成一定的病理损伤，对脾脏的影响未检出。
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溶菌酶是一种水解酶，存在于鱼类粘液、血清和巨噬细胞中[1]。水产动物体内的溶菌酶是一种重要的非特异性防御因子,是鱼类生理防御水平的一个重要标志,可以体现病原菌及其它环境因素对鱼体健康的影响[2]。脾脏是鱼体重要的免疫器官之一，含有大量的淋巴细胞和巨噬细胞，能吞噬和清除衰老的红细胞、细菌和异物，是机体细胞免疫和体液免疫的中心[3]。肝脏内有一种具吞噬功能的细胞，能吞噬细菌和消除血液中的异物，是机体防御系统主要组成部分，同时肝脏也是机体主要的解毒器官，无论是外来的还是自身代谢产生的有毒物质，都会首先在肝脏中储存起来，，然后通过肝脏的解毒处理，使之成为无毒物质或溶解度较大的物质，随胆汁或尿液排出体外[4]。因此某些有毒污染物可造成肝脏的损伤。

溴氰菊酯（Deltamethrin，DM）又名敌杀死，是拟除虫菊酯中杀虫活性最大的一个品种[5]。因其具有较高的生物活性，自1974年开发生产以来在世界范围内应用广泛，在中国也是用量增长最快的农药之一[6]。近年来，有关溴氰菊酯毒理方面的研究和评价已有大量的文献报道，但主要集中在对高等动物和鱼类等水生生物的急性毒性、亚急性毒性方面[7-12]，对长时间低剂量接触溴氰菊酯后水生生物（尤其是鱼类）体内的生化和免疫毒性效应研究不多。因此本试验通过对溴氰菊酯连续暴露后罗非鱼(tilapia)血清中溶菌酶质量浓度的测定，，以及肝脾脏的脏器系数和外观形态变化的分析，探讨了低质量浓度溴氰菊酯连续暴露对罗非鱼免疫生化指标的影响，为进一步研究溴氰菊酯对鱼类的中毒机制打下基础。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  试剂

w=2.5%溴氰菊酯乳油［拜耳（中国）有限公司］；溶菌酶（LZM）测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所，其它试剂均为分析纯。

1.1.2  试验用鱼

试验所用罗非鱼(Tilipia)为奥利亚罗非鱼（Oreochromis aurea），由淡水渔业研究中心试验场提供。平均体长为13.0±1.0 cm，平均体质量为70.0±5.0 g。试验前驯养10 d以上，自然死亡率低于1%，选择体质健康，规格一致的个体作为试验用鱼。试验用水族箱为45 cm×45 cm×65 cm玻璃水箱，水箱有效体积为80 L，载鱼量为30尾。

1.1.3  试验用水

试验用水为曝气3d后除氯的自来水，pH值为7.04~7.25，总硬度8.04~8.25 德国度。水中含Zn 0.02 mg/L，Fe 0.05 mg/L，Pb、Cu和Cd未检出，COD2.15~2.38 mg/L，试验期间不间断充氧，水中溶氧量保持在5 mg/L以上，试验水温保持在25±1 ℃。
1.1.4  仪器设备

电热恒温水浴锅（上海医疗器械厂），Sigma 2-16K高速离心机，721型分光光度计（上海第三分析仪器厂），JK-800离心沉淀器（上海精科实业有限公司）等，Mettler Toledo AL204电子天平。

1.2  方法

1.2.1  溴氰菊酯对罗非鱼的急性毒性

按文献[13]提供的方法进行溴氰菊酯对罗非鱼的急性毒性试验，试验结果以溴氰菊酯对罗非鱼96 h LC50值表示，详见表1。

表1  溴氰菊酯对罗非鱼的急性毒性
Table 1  Acute toxicity of deltamethrin to tilipia
	项  目
	溴氰菊酯质量浓度/(µg.L-1)

	
	0
	10
	18
	32
	56
	100

	96 h鱼类死亡率/%
	0
	0
	30
	55
	80
	100

	回归方程
	Y=100x-97

	相关系数
	R=0.9976

	96 h LC50/(µg.L-1)
	23.7


1.2.2  鱼类的染毒方式
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   图1  不同质量浓度溴氰菊酯作用下罗非鱼血清中溶

菌酶质量浓度的变化

Fig.1  Change of tilapia serum lysozyme concentration

under different DM concentration
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以保证试验期间受试鱼类不死亡为前提，选择1/2 96 h LC50以下质量浓度为试验质量浓度系列，并设置空白对照组一个。鱼类的染毒方式采用静态水质接触染毒。在100 L的水族箱中按试验所需质量浓度放入试验液80 L，选择体质健壮的受试罗非鱼30尾放入，每个质量浓度设2个平行组。每天更换试验液1/3，保证试验期间试验液的质量浓度基本一致，试验持续时间30 d。

1.2.3  血清的制备

定期从每组两个平行样中随机抽取3尾罗非鱼尾静脉血液于灭菌后的1.5 mL离心管中，4 ℃ 1 500 r/min离心8 min，吸取上清于另一离心管备用，为避免酶失活，全部过程置于0 ℃冰水浴中进行。

1.2.4  溶菌酶质量浓度的分析

溶菌酶质量浓度测定采用试剂盒-比浊法。血清用w=0.85%灭菌的生理盐水按血清:生理盐水=1∶1的比例稀释后备用。溶菌酶质量浓度单位为µg/mL。

1.2.5  溴氰菊酯对罗非鱼肝脾脏的影响分析

在试验的第25天从每组2个平行样中随机取鱼6尾，用纱布擦干其表面后，准确称量罗非鱼的体质量。随后将试验鱼断尾放血，取出肝脾脏，观察其外观形态的变化，并用生理盐水加以冲洗，吸水纸吸干表面水分后在电子天平上称量，计算出肝/脾脏的脏器系数。肝脏脏器系数(liverweightindex)为肝脏质量与体质量之比，脾脏脏器系数(spleenweightindex)为脾脏重量与体质量之比。

1.2.6  统计方法

试验结果用平均值±标准差（
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±S）表示，用方差分析进行t检验，用SPSS软件进行统计分析。

2  结果与分析

2.1  溴氰菊酯对罗非鱼96 h的急性毒性

溴氰菊酯对罗非鱼96 h的急性毒性见表1。

由表2可以看出，溴氰菊酯对罗非鱼96 h LC50值为23.7 µg/L。选择1/2 96 h LC50以下质量浓度为试验质量浓度系列，即1,2, 3, 5和10 µg/L。

2.2  溴氰菊酯连续暴露后罗非鱼血清溶菌酶质量浓度的变化

溴氰菊酯连续暴露后罗非鱼血清溶菌酶质量浓度的变化见图1。
从图1可见，在25 d的连续试验时间内，各试验质量浓度组的罗非鱼血清中溶菌酶的质量浓度发生了一定的变化，表明溴氰菊酯的连续作用可对罗非鱼血清溶菌酶产生影响。在试验开始后的第3天，较低的质量浓度组（1.0 ~5.0 µg/L）的溶菌酶质量浓度接近或略小于对照组，而较高质量浓度组（10.0 µg/L）则与对照组相比下降明显（P<0.05），降幅可达49.3% 。在随后的7~15 d中，1.0 ~5.0 µg/L质量浓度组罗非鱼血清的溶菌酶质量浓度渐渐升高，高于正常鱼体的质量浓度，最高值可达138.06±2.2 µg/mL，为对照组的220.9%（P<0.05）。而较高质量浓度试验组（10.0 µg/L）罗非鱼血清中溶菌酶的质量浓度在试验第7天时降至最低，为26.5±1.9 µg/mL，仅为对照组的42.4%，表现出明显的抑制作用（P<0.01）。随着暴露时间的延长，各试验组在20d时恢复至正常水平，血清中溶菌酶的质量浓度与对照组相比没有明显差异（P>0.05），直至试验结束时（第25天）各质量浓度组溶菌酶的质量浓度稳定，与对照组相比无明显差异。

表3  溴氰菊酯连续暴露下罗非鱼肝脾脏脏器系数
Table 3  Organ coefficients of tilapia liver and spleen
 under continuous exposure to DM
	w(溴氰菊)
/（µg。L-1）
	试验鱼

/尾
	肝脏/体质量

/%
	脾脏/体质量

/%

	0
	12
	0.2548±0.0240
	1.0638±0.0585

	1.0
	12
	0.2444±0.0237
	1.0643±0.0578

	2.0
	12
	0.2507±0.0193
	1.0958±0.0460

	3.0
	12
	0.2423±0.0438
	1.0248±0.1101

	5.0
	12
	0.2586±0.0151
	1.0263±0.1093

	10.0
	12
	0.2475±0.0103
	1.0940±0.0213


溶菌酶质量浓度的动态变化表明，较低质量浓度的溴氰菊酯作用下，其可刺激受试鱼类产生应激性免疫应答，以抵御外界毒物对生物机体的不良影响，因此鱼体血清溶菌酶质量浓度会在一定时间内有所升高。而当毒物质量浓度较高时（如溴氰菊酯为10.0 µg/L），其会对机体产生伤害，从而使溶菌酶质量浓度直线下降。当然，这种动态变化与受试时间有直接的关系。据笔者研究，溴氰菊酯在罗非鱼体内的蓄积在20~25 d达到动态平衡（另文报道），因此罗非鱼血清中溶菌酶的质量浓度变化与溴氰菊酯在机体内的累积有直接的关系，至于其中的机制还有待进一步研究。

2.3  溴氰菊酯连续暴露后罗非鱼肝脾脏的变化

2.3.1  溴氰菊酯连续暴露后罗非鱼肝脾脏的外观变化

通过对试验鱼肝脏和脾脏的解剖观察发现，1.0 µg/L试验组罗非鱼肝脏较正常，其余试验组罗非鱼的肝脏均发生了不同程度病变，其变化主要表现为：病变较轻呈粉红色和土黄色，严重的颜色紫黑并失去血色，外形上的表现为肝脏松散、糜烂呈豆腐渣状；正常罗非鱼的脾脏鲜艳红润，弹性适中。与对照组相比，各试验组罗非鱼的脾脏在色泽和形状上均没有发生明显的变化。具体结果见表2.

从表2可见，肝脏的变化与溴氰菊酯的质量浓度有一定的关系，随着溴氰菊酯质量浓度的升高，罗非鱼肝脏异常率逐渐加大，试验第25天时10.0 µg/L质量浓度组罗非鱼肝脏的异常率达66.67%，说明溴氰菊酯连续暴露下罗非鱼的肝脏会发生病变，这与溴氰菊酯在罗非鱼体内的蓄积残留试验结果相一致，在试验的第20~25天罗非鱼肝脏中溴氰菊酯的蓄积到达平衡，且明显高于肌肉中的蓄积量（另文报道），这与肝脏是机体毒物代谢的主要生理器官有关。

2.3.2  溴氰菊酯长时间暴露对罗非鱼肝脾脏脏器系数的影响

试验第30天罗非鱼肝脏和脾脏脏器系数结果见表3。

从表2可见，在溴氰菊酯连续暴露下罗非鱼的肝脾脏的脏器系数与对照组相比未发生明显变化，而肝脏的解剖结果却表明肝脏的外观形态发生了明显的变化，这可能是溴氰菊酯对罗非鱼肝脏的作用主要表现为细胞形态和结构的病理变化，而没有对组织产生不可再生的影响，所以没有造成肝脏脏器系数的下降；而脾脏无论是在外观形态或是脏器系数在本试验中均未检测到影响，所以本试验结果认为溴氰菊酯对罗非鱼的脾脏没有产生影响。

3  讨论与小结

3.1  讨论

表2  溴氰菊酯连续暴露下罗非鱼肝脾脏的变化
Table 2  Liver and spleen change of tilapia
 under continuous exposure to DM
	w(溴氰菊)
/(µg·L-1)
	试验鱼

/尾
	异常肝脏数

/尾
	肝脏

异常率

/%
	异常脾脏

/尾
	脾脏

异常率

/%

	0
	12
	0
	0
	0
	0

	1.0
	12
	1
	8.3
	0
	0

	2.0
	12
	2
	16.0
	0
	0

	3.0
	12
	4
	33.33
	0
	0

	5.0
	12
	7
	58.33
	0
	0

	10.0
	12
	8
	66.67
	0
	0


溶菌酶是主要的体液免疫因子之一，是单核细胞参与机体免疫时分泌的水解酶，是鱼体的非特异免疫因子。它在机体的炎症过程、修复再生等调节中，发挥重要作用[14]，能部分反映细胞免疫功能和机体抗感染能力[15]。在鱼体受到刺激时溶菌酶会根据外界的影响发生变化，这种变化可以表现为应激或抑制，丁燏[16]等研究结果表明，罗非鱼体内不同部位的溶菌酶的活性受多重因素的影响。本试验旨在研究溴氰菊酯对罗非鱼血清中的溶菌酶质量浓度的影响，空白对照组试验结果表明，不同试验时间血清中溶菌酶活性变化不大，未对试验结果产生影响。Fevolden等[17]认为溶菌酶活性可作为鱼类应激的信号，本试验结果也表明在溴氰菊酯作用初期，罗非鱼表现了明显的应激反应，说明溴氰菊酯作用下会对罗非鱼血清中溶菌酶的质量浓度产生一定的影响，但随着染毒时间的推移，罗非鱼血清中溶菌酶逐渐趋于正常，溴氰菊酯没有对罗非鱼溶菌酶产生不可逆的影响。

脾脏是形态结构比较固定的淋巴样组织，位于胃大弯或肠曲附近[18]，是鱼类红细胞、中性血细胞和粒性白细胞生产贮存和成熟的主要场所，内有大量的淋巴细胞、巨噬细胞和噬黑色素细胞。脾脏中的淋巴细胞与体液免疫有关，在免疫反应中起着重要的作用。孙侠[19]等人对溴氰菊酯作用后的小鼠脾脏的研究结果认为，小鼠脾脏质量和脾脏系数在0.562 mg/kg剂量组有显著降低，而本试验的结果表明溴氰菊酯作用25 d后罗非鱼脾脏外观形态和脏器系数与对照组相比均未发生试验可检测到的差异，存在这种差异的原因，我们认为可能是因为试验动物本身的差异和染毒途径不同造成的，具体机理尚需继续试验证实。

肝脏是许多污染物代谢转化的主要部位，其混合功能氧化酶的代谢活化作用，可以使某些外源性化合物的毒性大大增加，造成肝细胞的损伤。可使其发生脂肪变性、坏死、突变和肿瘤细胞的形成与发展。肝脏内有一种具吞噬功能的细胞，能吞噬细菌和消除血液中的异物，是机体防御系统主要组成部分。肝又是体内主要的解毒器官，肝细胞可将氨基酸代谢过程中产生的有毒的氨转变为尿素，经肾排出体外。因此肝脏不仅是生物体防御器官也是重要的解毒器官，在鱼类抵御外来污染物对机体的损害中发挥重要作用。甘亚平[20]等对小鼠敌杀死灌胃染毒5 d (1次/d)，试验结果表明小鼠肝脏脏器系数明显高于对照组，并且肝脏也发生了明显的病理变化。这与本试验结果具有一定的相同，说明溴氰菊酯对动物的肝脏具有一定的损伤作用，但本试验没有检测到脏器系数的变化，这可能是受染毒途径和试验动物差异的影响。具体作用机制尚不清楚，有待进一步研究。

3.2  小结

溴氰菊酯长时间（25 d）暴露后罗非鱼肝脏发生了明显的病变，但脏器系数未发生明显的变化（P>0.05），罗非鱼肝脏可能是溴氰菊酯作用的靶器官。
溴氰菊酯连续暴露后罗非鱼的脾脏无论是从解剖形态，还是从脏器系数与对照组相比均无明显变化。

溴氰菊酯下罗非鱼体内溶菌酶质量浓度的在试验初期表现出明显的应激反应，但随着染毒时间的延长趋于正常，试验结果表明溴氰菊酯对罗非鱼血清中溶菌酶的作用是可逆的。
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Influences of decamethrin on the concentration of serum lysozyme and the surface changes of liver and spleen in tilapia

CHEN Jiazhang1,2, LENG Chunmei2, HU Gengdong1, QU Jianhong1

1. Freshwater Fisheries Research Centre, Chinese Academy of Fishery Sciences//Key Open Laboratory
of Ecological Environment and Resources of Inland Fisheries, Wuxi 214081, China;
2. Wuxi Fishery College, Nanjing Agriculture University, Wuxi 214081, China

Abstract: The pollution of decamethrin increased with its wide use in agriculture. In order to study the influences on immune system in tilapia by continual exposure to decamethrin of low concentration, The serum lysozyme concentration, surface change of liver and spleen (observed at the end of the study, the 25th day), and organ coefficients of liver and spleen (calculated at the end of the study, the 25th day) were applied to the analysis the influences of decamethrin (DM) on tilapia by continuous exposure. We set 1.0, 2.0, 3.0, 5.0 and 10.0 µg/L of DM as experimental groups, and a control group. The results showed that DM could influence serum lysozyme concentration of tilapia after continuous exposure. Lysozyme concentrations of 1.0~5.0 µg/L groups were a little below or about equal to control group at the third day, and increased gradually from the 7th day, to the maximum 138.06±2.2 µg/mL, which was 2.209 times of the control group. The concentration declined to normal level at the 20th day. While, lysozyme concentrations of 10.0 µg/L group declined distinctly at the third day, and declined to the minimum 26.5±1.9µg/mL at the 7th day, which was only 42.4% of the control group. The concentration increased to normal level at the 20th day. There were no obvious difference between lysozyme concentration of experimental groups and control group, from 20th day to 25th day. Furthermore, results of anatomical experiment indicated that at the end of experiment there were no obvious changes between experimental groups’ and control group’s organ coefficients of liver and spleen. The appearances of spleens were natural, but there were apparent pathological changes in livers, especially the abnormal rate of 10.0 µg/L group was up to 66.67%. To sum up, the influence of DM to tilapia serum lysozyme is reversible, DM could lead pathology damage to tilapia liver, while the damage to spleen is below detection.
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