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摘要: 在实验室条件下采用静水法生物测试,研究了氯氰菊酯对唐鱼（Tanichthys albonubes）的急性毒性及其对肝和鳃组织超氧化物歧化酶(SOD)活性的影响。结果表明, 氯氰菊酯对唐鱼24、48、72、96 h半致死浓度分别为27.27、15.94、10.13、6.61 μg·L-1；经1、3、5 μg·L-1浓度处理6、12、24、48、72 h，结果显示唐鱼SOD在低浓度氯氰菊酯的胁迫下呈现明显的浓度效应关系，将唐鱼SOD作为农药等污染物的污染指标具有重要的应用前景，为安全使用农药和防止水体污染提供有益的理论参考依据。 
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氯氰菊酯(cypermethrin) 又称灭百可、兴棉宝、安绿宝、赛波凯等，化学名为α-氰基-(3-苯氧苄基)(1RS)-顺，反式-2,2-二甲基-3- (-2,2-二氯乙烯基)环丙烷羧酸酯，属拟除虫菊酯类农药中重要的一种广谱性杀虫剂, 其产量和用量在拟除虫菊酯类农药中均占首位。由于具有高效、广谱、低毒等特性，迄今已得到广泛的应用, 商品化的拟除虫菊酯有近40个品种，在全世界的杀虫剂销售额中占19%。氯氰菊酯在渔业生产实践中可用于清塘，毒杀杂鱼和有害生物等[1-3]。

氯氰菊酯类农药对昆虫具有高效的杀虫力，对鸟类，哺乳类的毒性则较小，但对鱼和水生无脊椎动物却有较高的毒性，通常在低于l μg·L-1就能产生毒性效应[4]。据Bacci的研究表明氯氰菊酯具有高亲酯性不溶于水的特点，在其污染的水环境中水生动物有极强的富集作用，氯氰菊酯能在虹鳟（Salmo gairdnerii Richardson）体内富集超过其水生环境的1200倍，说明水生动物对于氯氰菊酯具有一定的富集作用[5]。
唐鱼（Tanichthys albonubes）属鲤科（Cyprinidae）、鱼丹亚科（Danioninae）、唐鱼属 (Tanichthys Lin)，的一种小型鱼类，成熟个体体长4～5 cm，5～6个月性成熟。唐鱼由于具有体形小、易饲养、性成熟早、一年能繁殖多代等一系列的优点，方便在实验室大量人工繁殖，适合培养成为一种新的鱼类毒性试验受试生物[6]。

目前有关氯氰菊酯对唐鱼鳃和肝组织超氧化物歧化酶活性的影响尚未见报道。通过研究氯氰菊酯对唐鱼的急性毒性,以及氯氰菊酯在不同浓度、不同时间的条件下对唐鱼鳃和肝组织超氧化物歧化酶活性的影响，以期寻找氯氰菊酯对唐鱼的中毒致死机理和环境评价指标，为安全使用该农药和防止水体污染提供有益的理论参考依据。 
1  材料与方法

1.1  试验材料

唐鱼取自本试验室试验鱼塘，平均体长为3.17±0.36 cm，体质量0.98 ±0.15 g，试验鱼在试验室水族箱驯养7 d后进行试验,试验前1 d 停止喂食。

1.2  试验药品

氯氰菊酯为广东省江门市农药厂生产的10% 乳剂, 用蒸馏水配制为30 mg·L-1的母液，然后再稀释为试验所需的各种质量浓度。

1.3  试验条件

试验用水为充分曝气3 d的自来水，水温为25±3 ℃，pH为 6.8，硬度约2.4度(德国度)。试验在38 cm×26 cm×36 cm的水族箱中进行，每一水族箱中加入20 L试验液,试验期间持续充气，不投喂饵料。

1.4  方法与步骤
1.4.1  急性半致死试验

根据静水法生物测试[7]，为确定药液质量浓度的大致范围，先作预备试验，参考已报道的其它鱼类相关资料，估计氯氰菊酯的7个质量浓度值，在每一个质量浓度的水族箱内先放入10尾唐鱼，观察24 h，计算出对氯氰菊酯的最大耐受质量浓度和100% 致死质量浓度。根据试验结果按等比级数设5个质量浓度组(各设3个平行组)及一个空白对照组,在试验的过程中观察它们的行为、中毒症状、死亡等现象。中毒后,经多次刺激后如无反应则可判断为死亡,即可从水中捞出。通过记录各试验组唐鱼的24、48、72、96 h的死亡数,计算出平均死亡率，再转换成概率单位[8]，计算出试验液质量浓度对数。用直线内插法,以浓度的常用对数为横坐标,死亡率的概率单位为纵坐标, 求出概率单位与试验液质量浓度对数的回归方程。求出氯氰菊酯的半数致死质量浓度(LC50 )及各自的95 %可置信限[9]，采用常规方法96 h LC50×0.1 计算安全质量浓度。

1.4.2  氯氰菊酯对唐鱼SOD活性影响试验

在急性毒性试验的基础上，将试验分为4个浓度组，分别为空白对照组和3个浓度组，各试验组氯氰菊酯的质量浓度分别为1、3、5 μg·L-1，每天更换药液, 同时设平行试验。在放鱼后的第6、12、24、48、72 h分别取鳃和肝组织样品，称量，样品置于~70 ℃条件下冷藏。 
1.5  样品制备

表1  氯氰菊酯对唐鱼急性毒性试验结果
Table 1  Results of the acute toxicity of Cypermethrin to Tanichthys albonubes
	暴露时间/h
	概率单位—质量浓度对数回归方程
	相关系数R2
	n
	LC50/(μg·L-1)
	LC5095 %的可置信限/(μg· L-1)

	24
	y = 6.4224x - 4.2203
	0.9676
	90
	27.27
	27.15~27.39

	48
	y = 3.7874x + 0.4454
	0.9800
	90
	15.94
	17.08~14.81

	72
	y = 4.1125x + 0.8637
	0.9812
	90
	10.13
	10.72~9.55

	96
	y = 5.504x + 0.4853
	0.9376
	90
	6.61
	7.65~5.57


表2  氯氰菊酯质量浓度对唐鱼肝组织SOD活性的影响1)
Table 2  Effects of different mass concentration Cypermethrin on the SOD activity in liver tissue of Tanichthys albonubes
	ρ（氯氰菊酯）/(μg·L-1)
	酶活力/(U·mg-1)

	
	6 h
	12 h
	24 h
	48 h
	72 h

	对照组
	3.047±0.487
	3.224±0.811
	3.107±0.522
	3.585±0.423
	3.397±0.562


	1
	3.357±0.678
	5.745±0.754((
	6.885±0.867((
	6.060±0.754((
	4.431±0.972(

	3
	3.610±0.805
	5.782±0.511((
	3.697±0.697(
	5.571±0.914((
	3.969±0.785

	5
	3.849±0.558((
	5.451±0.589((
	6.094±0.983((
	4.121±0.649(
	3.819±0.673


1) (与对照组比较P < 0.05, ((P < 0.01；mean±SD，n = 10
将组织样品分别置于冰浴中加0.5 mL 预冷双蒸水中，用电动匀浆器匀浆，将匀浆液用冰动离心机于4 ℃、12 000 r· min-1离心20 min，取上清液测SOD活性和蛋白含量。蛋白含量测定参考Folin－Pheal 法[10]。SOD 活性测定参照邹国林等改进的邻苯三酚自氧化法[10]。用student－T 检验法进行各组之间SOD 平均值显著性检验，统计分析应用SPSS11.0 软件。

2  结果

2.1  氯氰菊酯对唐鱼的急性毒性

在试验中观察到唐鱼放入试验液，开始时表现烦躁不安，鱼体失去平衡，上下翻滚、鱼体中后部由于肌肉抽搐而向一侧弯曲，呼吸困难，侧游、旋游等现象，逐渐沉至水底。氯氰菊酯对唐鱼的24，48，72，96 h的LC50依次为27.27，15.94，10.13，6.61 μg·L-1，其安全质量浓度为0.661 μg·L-1。氯氰菊酯对唐鱼的急性毒性实验结果见表1。
2.2  氯氰菊酯质量浓度对唐鱼肝组织SOD 活性的影响
通过分析表2可知，唐鱼在经氯氰菊酯处理6～48 h后肝组织SOD的活性升高，5 μg·L-1可使唐鱼肝组织的SOD在6 h显著升高。12～48 h时低浓度组SOD活性高于高浓度组，呈现浓度效应关系，且与对照相差异显著(P<0.01)。48 h SOD活性有所下降，72 h与对照组水平相差不大。

2.3  氯氰菊酯质量浓度对唐鱼鳃组织SOD活性的影响

通过分析表3可知，唐鱼在经氯氰菊酯5 μg·L-1处理6 h后，鳃组织SOD的活性与对照组相比有所下降（P < 0.05），到12 h SOD的活性与对照组相比差异极显著（P < 0.01），且达到最低值。48 h 时SOD的活性开始回升, 72 h SOD的活性基本恢复到正常水平。当氯氰菊酯为5 μg·L-1 时对SOD活性抑制明显高于1 μg·L-1实验组，变化曲线呈现浓度相关性。鳃组织SOD的活性变化过程表现为促进—抑制—促进效应。
3  讨论

3.1  氯氰菊酯对唐鱼鱼种急性毒性试验
据半致死浓度氯氰菊酯对唐鱼属高毒级。中毒症状表现烦躁不安，鱼体失去平衡，上下翻滚、肌肉抽搐，呼吸困难，侧游、旋游等现象与已报道的拟除虫菊酯类农药对鱼类的中毒症状和作用机制相似[11-12]。唐鱼氯氰菊酯中毒死亡后，眼球突出，眼底有出血点，鳃颜色较淡，鳃耙部位颜色淡白并有黑色污染物，鳃和体表粘液多，鱼体及各鳍颜色无变化。解剖中毒死鱼时可见肾脏上有小黑点，胆囊肿大，肝胰肿胀。
表3  氯氰菊酯质量浓度对唐鱼鳃组织SOD活性的影响1)
Table 3  Effects of different mass concentration cypermethrin on the SOD activity in gill tissue of Tanichthys albonubes
	ρ（氯氰菊酯）/(μg·L-1)
	酶活力/(U·mg-1)

	
	6 h
	12 h
	24 h
	48 h
	72 h

	对照组
	1.028±0.149
	1.052±0.144
	0.920±0.203
	1.068±0.119
	0.945±0.176

	1
	1.163±0.235
	0.961±0.191
	0.891±0.217
	0.902±0.191(
	1.042±0.132

	3
	1.046±0.141
	0.639±0.137((
	0.815±0.198
	0.989±0.156
	0.967±0.194

	5
	0.897±0.117(
	0.557±0.144((
	0.775±0.195
	0.864±0.172((
	0.921±0.101


1) (与对照组比较P < 0.05 ; ((P < 0.01；mean ±SD，n = 10
3.2  氯氰菊酯质量浓度对唐鱼鳃和肝组织SOD活性的影响

SOD主要分布于于胞浆和线粒体的基质中，是催化超氧阴离子(O-2)发生歧化反应的一类金属酶，是机体防御过氧化损害系统的关键酶之一。其基本功能是清除生物体内过高浓度的超氧离子自由基，保持体内自由基的代谢平衡，从而减轻自由基对多不饱和脂肪酸的过氧化作用，保持细胞正常的代谢不受破坏。在生理状态下，当某些污染物在体内进行生物转化时，会产生氧化还原循环生成大量的活性氧如O-2、 OH、 H2O2等，这些活性氧又可使DNA断裂、脂质过氧化、酶蛋白失活等，从而引起机体氧化应激反应，在这些活性氧产生及转化中SOD等起着非常重要的作用[13]。研究表明，当生物体受到轻度逆境胁迫时，SOD活性往往升高；而当受到重度环境胁迫时，SOD活性通常降低，使生物体内积累过量的活性氧，从而导致生物体的伤害[14]。
    在正常情况下鱼体内SOD活性和O2-的含量达到一定的动态平衡，唐鱼处于低浓度氯氰菊酯轻度胁迫时，鱼体内产生过量的O2-可诱导SOD活性提高，从而使二者达到新的动态平衡，表现为SOD活性升高，这种现象与Beaumont[15]等的研究结果相一致。由表2可知在氯氰菊酯作用于唐鱼的肝组织使SOD活性升高，呈现“毒性兴奋效应”说明在氯氰菊酯的胁迫下，肝组织产生的活性氧能被及时的清除，其清除自由基的能力相应较强，对肝细胞的毒性损害较小。由表3可知在氯氰菊酯的胁迫下，鳃组织的SOD呈抑制作用，表明活性氧造成鳃组织损伤，是在氯氰菊酯作用下鳃组织损伤的主要原因之一。
    氯氰菊酯类农药对鱼类具有极强的毒性，随着其广泛的使用，科学合理地评价其对鱼类以及水生生物的影响具有重要的作用。环境中农药等污染物经常是以低浓度长期作用于生物体，传统的评价污染物对生物的毒性效应时常用半致死作为评价指标以不适用于评价污染物的低剂量长期效应的需求，因此需要寻求方便，快捷，灵敏的评价指标，研究表明SOD对氯氰菊酯的胁迫呈现浓度效应关系，在低浓度氯氰菊酯的胁迫下以唐鱼SOD活性作为农药等污染物的污染的指标具有重要的应用前景。
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Effects of cypermethrin on superoxide dismutase (SOD) activities in liver
and gill tissues of Tanichthys albonubes
WANG Ruilong1，2, CHEN Yuming2, XU Jun2, FANG Zhanqiang2, MA Guangzhi2
1. State Key Laboratory of Biocontrol, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510275, China;

2. College of Life Science, South China Normal University, Guangzhou 510631, China

Abstract: The acute toxicity of cypermethrin to white cloud mountain minnow Tanichthys albonubes was studied. It was found that the LC50 of cypermethrin to Tanichthys albonubes are 27.27, 15.94, 10.13, 6.61 μg·L-1 in 24，48 ,72 and 96 h respectively. Meanwhile the effects of cypermethrin on superoxide dismutase activities in liver and gill tissues were also determined. The liver and gill tissues of Tanichthys albonubes were treated at cypermethrin levels (1，3，5 μg· L-1) for 6，12，24，48 and 72 h respectively. The results showed that the SOD activities of liver and gill tissues of Tanichthys albonubes has a significant effect under the menace of low concentration Cypermethrin.So they can used as  pollution index of agricultural chemicals .There will be an  important application prospect.
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