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摘要：在室内模拟条件下，以斑马鱼(Danio rerio)为受试动物，探讨生活垃圾渗滤液对斑马鱼的急性毒性及对其鱼鳃、肝脏

中的过氧化物歧化酶(SOD)、还原型谷胱甘肽(GSH)及 Na+, K+-ATP 酶等 3 种酶的影响。结果表明，垃圾渗滤液对斑马鱼的

96 h LC50 为 13.2%。垃圾渗滤液对斑马鱼的急性毒性相对较高，斑马鱼对垃圾渗滤液毒性的敏感性强。慢性毒性测试结果

显示，垃圾渗滤液对斑马鱼肝脏中 SOD 活性和 GSH 质量分数的诱导作用明显，对 Na+, K+-ATP 酶活性影响并不明显；垃

圾渗滤液对斑马鱼鱼鳃中 SOD 活性影响显著(P<0.05)。除 Na+, K+-ATP 酶外，斑马鱼的抗氧化防御相关生物标志物对渗滤

液染毒胁迫具有相对较高的敏感性，SOD 和 GSH 均可用作垃圾渗滤液慢性胁迫的有效生物标志物。 
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随着城市化进程的加快和人们生活水平的提
高，城市生活垃圾的总产量剧增，城市垃圾问题
已经成为当今世界最严重的公害之一。城市生活
垃圾处理常见的方法包括卫生填埋、焚烧、堆肥
和综合利用等 3 种最常用的方法。垃圾卫生填埋
由于具有运输管理方便、处理费用低、技术成熟
等优点，成为世界上大多数国家采用的固体废弃
物处理方式之一[1-2]。全世界几乎 70%的城市生
活垃圾被填埋处置[3]，这种处置的过程中产生的
垃圾渗滤液的危害不容忽视。垃圾渗滤液，又称
渗滤液或浸出液，是垃圾填埋处理后，由于大气
降水的淋溶及地表水、地下水的浸泡，固体废弃
物在物理、化学及微生物作用下，产生的高浓度
有机废水[4]，垃圾渗滤液若处理不当，对填埋场
周围的地下水、地表水和土壤均会造成严重的污
染[5]。毒理学实验表明，垃圾渗滤液对蚕豆根尖
细胞微核[6-7]、洋葱细胞的有丝分裂频率[8]及小鼠
精子畸形率[9]等均会有不同程度的影响。在水生
生物毒性研究方面 , 目前常用到的生物有水蚤
属、鱼类、发光细菌、浮萍等[10-14]。 

斑马鱼(Danio rerio)，是一种小型热带鱼。
由于具有产卵量大、易收集、饲养简单等特点，
是毒理学研究的良好模式生物之一，广泛用于环
境毒性评价研究[15-16]。渗滤液中含有多种有毒有
害的污染物，其处理和排放过程中均有可能进入
环境中，而其中绝大部分会经各种途径进入水
体，易对水生生物造成危害。此后，可能通过生

物浓缩和食物链传递对人类健康产生深刻影响。
由此可见，研究垃圾渗滤液对水生生物的影响具
有重要的现实意义。 

本实验以斑马鱼(Danio rerio)为受试生物，
研究了不同暴露时间内反渗透膜处理后的浓缩垃
圾渗滤液对斑马鱼的半致死效应体积分数(LC50)

及其鱼鳃、肝胰脏中的过氧化物歧化酶(SOD)、
还原型谷胱甘肽(GSH)及 Na+, K+-ATP 酶的影
响，以探讨垃圾渗滤液对水生生物的毒性效应，
对 SOD、GSH 及 Na+, K+-ATP 酶能否作为该类
化合物早期监测预报的分子生物学指标的敏感性
和可靠性进行验证，并为进一步的慢性生态毒理
学研究提供依据。 

1   材料与方法 
1.1   采样 

渗滤液的采集及分析主要参照《生活垃圾填
埋污染控制标准》（GB16889—1997）中 7.2.4

节执行[17]。试验水样取自广州市某卫生填埋场经
上流式厌氧污泥床(UASB)，序列间歇式活性污
泥法(SBR)，连续微滤系统(CMF)和反渗透(RO)

联合处理后，反渗透膜(RO)截留的浓缩垃圾渗滤
液。垃圾渗滤液的主要水质指标如表 1 所示。 

1.2   受试生物 
斑马鱼购自某花鸟鱼市场，鱼种体长(3±0.5) 

cm，质量(0.3±0.05) g，实验用水与培养驯化用水
为充分曝气脱氯的自来水，pH 值为 6.5~7.5，温
度(24±2) ℃，自然光照，在实验室内驯养 7 d 后



梅丹等：垃圾渗滤液对斑马鱼的毒性及抗氧化酶活性的影响                                                                                                        903 

用于急性毒性实验，驯养期间每天换水和喂食 2

次，斑马鱼的死亡率<5%。试验前停止喂食 1 

d，随机挑选个体差异不大，健康活泼的鱼苗进
行试验。 

1.3   仪器 
UV-2800 A 型紫外可见分光光度计 (上海

Unico 仪器有限公司)；TGL-16 M 高速台式冷冻
离心机(湘仪离心机仪器有限公司)；Synergy 2 多
功能酶标仪(美国 Biotek 仪器有限公司)；蔗糖、
Tris、EDTA-2Na 以及其它试剂均为国产分析
纯；超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽(GSH)、
Na+, K+-ATP 酶和蛋白测定试剂盒购自南京建成
生物工程研究所。 

1.4   毒性实验及生理生化指标测定 
1.4.1   急性毒性实验       

96 h 急性毒性测试参照中华人民共和国国家
标准急性毒性测定方法[18]。试验采用换水方式进
行，周期为 96 h。根据预实验结果，按照等比设
置将垃圾渗滤液用曝气超过 24 h 自来水的稀释成
7 个体积分数梯度，分别是 10%、 11.5%、
13.2%、15.2%、17.5%和 20.1%，同时设置空白
对照组，各处理设 3 个平行。以 5 L 的烧杯为容
器，每个烧杯中加入 4 L 测试溶液和 10 条斑马鱼
成鱼，每 24 h 观察并记录死亡情况，及时清除死
亡的成鱼和代谢物。试验开始后的 1~6 h 内，对
试验鱼的平衡、游动、呼吸及体色变化等中毒症
状进行仔细观察。每天至少记录两次每个容器中
的死鱼数目(用玻璃棒轻触鱼的尾部，没有反应即
认为已死亡)，及时清除死鱼。用 SPSS16.0 软件
计算半致死效应体积分数(LC50)和 95%可信度。 

1.4.2   暴露实验         

参照斑马鱼 96 h LC50 值，用曝气超过 24 h

的自来水按不同体积分数进行稀释，分别加入
0.26%(1/50 96 h LC50)渗滤液稀释液、0.66%(1/20 

96 h LC50)渗滤液稀释液、1.32%(1/10 96 h LC50)渗
滤液稀释液、2.65%(1/5 96 h LC50)渗滤液稀释液

和 6.62%(1/2 96 h LC50)渗滤液稀释液 5 个等级，
用曝气后的自来水做对照处理组。在 5 L 烧杯中
分别加入 4 L 试验溶液，每组投 8 尾斑马鱼。试
验温度(24±2) ℃，pH 6.5~7.5，光暗比 12 h∶12 

h，试验期间不喂食，每 24 h 更换一半实验溶
液，暴露 28 d。实验结束后立即将斑马鱼处死，
解剖取肝脏、腮，冷生理盐水漂洗，滤纸充分吸
干水分，称湿质量。每克样品加入 9 mL 匀浆介
质(pH 7.4，0.01 mol·L-1 Tris-HCl，0.000 1 mol·L-1 

EDTA-2Na，0.01 mol·L-1 蔗糖，0.8% NaCl)，冰
浴中用玻璃匀浆器制成 1%组织匀浆，4 ℃条件下
20 000 r·min-1 离心 10 min，取上清液于-80 ℃冷
藏，蛋白含量的测定采用 BCA 法；SOD、GSH

和 Na+, K+-ATP 酶的具体测定操作和计算按南京
建成生物工程研究所的试剂盒说明书进行。 

SOD 酶活力单位定义为：每 mg 组织蛋白在
1 mL 反应液中 SOD 抑制率达 50%时所对应的
SOD 量为 1 个酶活力单位(U)。GSH 质量分数以
每 g 组织蛋白中 GSH 的 mg 数来表示。Na+, K+-

ATP 酶活力以每小时每 mg 蛋白分解 ATP 产生 1 

μmol 无机磷的量为一个 ATP 酶活力单位。 

1.5   数据处理与统计分析 
毒理实验均设 3 个平行，实验结果表示为平

均数 ± 标准误差 (Mean±SD) ，实验数据采用
SPSS16.0 统计软件进行单因素方差分析 (One 

Way ANOVA)，多重比较检验法(LSD)进行组间
差异显著性检验，差异显著性水平为 0.05。 

2   结果与分析  
2.1   急性毒性结果 

对照组所有实验鱼在整个实验过程中泳动、
呼吸、觅食、对外界物理刺激(如轻敲缸壁)等行
为无明显变化。在急性暴露实验渗滤液体积分数
为 20.1%的处理组中，斑马鱼在实验开始 1 h 之
内全部失去平衡，不自主环游，伴随尾部抽搐症
状，并在 8 h 以后开始逐渐死亡，至 24 h 全部死
亡。其它处理组斑马鱼暴露在渗滤液后短期内的
主要中毒症状表现为急促游动，对外界物理刺激
反应迟钝。在整个急性毒性暴露实验中，在体积
分数为 11.5%的渗滤液稀释液及以下暴露组中的
斑马鱼均没有出现死亡，也无明显的活动行为改
变。表 2 给出了垃圾渗滤液对斑马鱼的急性毒性
试验结果，垃圾渗滤液对受试鱼的 24、48、
72、96 h 的 LC50 分别为 15.918%、14.320%、
13.420%和 13.244%，急性毒性相对较高。 

2.2   垃圾渗滤液对斑马鱼组织器官的中 SOD、
Na+, K+-ATP 活性和 GSH 质量分数的影响 

不同处理条件下，斑马鱼鳃及肝脏中  

表 1  反渗透浓缩垃圾渗滤液的水质特征 

Table 1  Characteristics of landfill leachate rejected  

by reverse osmosis(RO) 

指标 数值 

pH 7.79 

ρ ( T O C ) / (mg·L-1) 4 300 

ρ ( COD) / (mg·L-1) 5 620 

ρ ( BOD5) / (mg·L-1) 63.1 

ρ ( BOD5/COD) / (mg·L-1) 0.01 

ρ ( NH4
+-N) / (mg·L-1) 63.2 

浊度/NTU 17.5 

ρ ( 碱度)(以 CaCO3计)/ (mg·L-1) 6 100 
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SOD、Na+, K+-ATP 活性 GSH 质量分数见图 1～
图 2。图 1 为经过 28 d 暴露处理后，对不同稀释
程度的垃圾渗滤液，斑马鱼鱼鳃中 SOD、GSH

和 Na+, K+-ATP 酶的含量。从图中可以看出，体
积分数为 1.32%、2.65%和 6.62%的垃圾渗滤液
对斑马鱼鱼鳃中 SOD 活性表现出明显的抑制效
应 ， 分 别 为 对 照 组 的 69.66% 、 76.07% 和
82.38%(P<0.05)。而 0.26%、0.66%、1.32%这 3

个处理组对斑马鱼鱼鳃中 SOD 活性与空白对照
组相比无统计学意义(P>0.05)。28 d 暴露之后，
随着垃圾渗滤液体积分数的升高，斑马鱼鱼鳃中
的 GSH 和 Na+, K+-ATP 酶活性总体上先是受到
抑制后逐渐诱导，到最大体积分数组时，两者的
活性基本恢复到空白对照组水平。GSH 的活性在
0.26%处理组受到最大程度的抑制，为对照组的
60.78%。斑马鱼鱼鳃中 Na+, K+-ATP 酶活性各处
理组之间无显著性差异，说明垃圾渗滤液对 Na+, 

K+-ATP 酶活性无明显抑制或诱导作用。 

图 2 为经过 28 d 暴露处理后，暴露在不同体
积分数的垃圾渗滤液中斑马鱼肝脏中 SOD、

GSH 和 Na+, K+-ATP 酶含量变化。从图 2 可以看
出，28 d 暴露实验后，垃圾渗滤液体积分数为
0.26%、0.66%、2.65%的 3 个处理组对 SOD 和
GSH 活性表现出明显的诱导效应(P<0.05)，其中
0.26%处理组的 SOD 活性和 0.66%处理组的 GSH

受到最大程度的诱导，为对照组的 121.25%、
169.34%。在体积分数为 6.62%的处理组处，
SOD 活性和 GSH 活性有变化但不显著。SOD 活
性和 GSH 活性从整体上呈现先受诱导后被抑
制，在垃圾渗滤液大体积分数处两者的活性基本
与对照组相当。Na+, K+-ATP 酶活性的变化规律
总体上呈现下降趋势，1.32%处理组及 6.62%处
理组对 Na+, K+-ATP 酶活性 (分别为对照组的
71.81%、49.53%)具有显著抑制作用(P<5%)；但
其他处理组的 Na+, K+-ATP 酶活性基本处于对照
组水平，说明受抑制但抑制并不明显无显著性差
异。相对比之下，受到垃圾渗滤液胁迫的情况
下，斑马鱼肝脏中 SOD 和 GSH 对其毒性响应更
加明显，而 Na+, K+-ATP 酶活性变化相对较小。 

3   讨论 
生物体暴露于污染环境中，毒物通过各种途

径进入生物体后，首先会产生一系列生化反应，
如酶活性诱导或抑制、细胞膜破坏、蛋白质合成
受阻等，而后引起一系列病理、生理的继发反
应，这时便可观察到整个机体的毒性反应[19-20]。
在急性暴露实验的 20.1%渗滤液稀释液中，斑马
鱼在实验开始 1 h 之内即出现中毒症状，垃圾渗
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图 2  不同体积分数的垃圾渗滤液 28 d 暴露对斑马鱼肝脏 

超氧化物歧化酶(SOD)、还原型谷胱甘肽(GSH) 

和 Na+, K+-ATP 酶的影响(*表示 P<0.05) 

Fig.2  Effects of various volume concentrations of landfill leachate on  

the hepatopancreatic SOD, GSH, Na+, K+-ATPase activity of zebrafish 

following 28 d exposure（Treatments without same letter differed signifi-

cantly, P< 0.05) 

表 2  垃圾渗滤液对斑马鱼急性毒性试验结果 

Table 2  Experimental results of acute toxicity  

of  zebra fish exposed to landfill leachate 

实验时间/h LC50/% 95%可信限/% 回归方程 

4 15.918 15.358~16.509 Y=-22.762x+18.939 

48 14.320 13.846~14.806 Y=-25.429 x +21.998

72 13.420 12.992~13.856 Y=-26.978 x +23.922

96 13.244 12.829~13.663 Y=-28.296 x +25.219
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图 1  不同体积分数的垃圾渗滤液 28 d 暴露对斑马鱼鳃 

超氧化物歧化酶(SOD)、还原型谷胱甘肽(GSH) 

和 Na+, K+-ATP 酶的影响(*表示 P<0.05) 

Fig.1  Effects of various volume concentrations of landfill leachate on the 

SOD, GSH, Na+, K+-ATPase activity of gill of zebrafish following 28-d 

exposure(Treatments without same letter differed significantly, P < 0.05） 
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滤液对受试鱼的 96 h 的 LC50 是 13.244%，表明
垃圾渗滤液的水质综合毒性较高。这也同时说明
了斑马鱼对垃圾渗滤液毒性的敏感性，用斑马鱼
作为毒性试验材料监测环境水质毒性是可行的。 

SOD 能防止机体的氧化损伤，是机体内抗氧
化防御系统中的重要组成之一，以自由基为底
物，在生物体内最先与 O2

－·作用，将其分解为
H2O2 和 O2，对机体的氧化和抗氧化平衡起着至
关重要的作用[21]。其活性会在机体受到外源性物
质的氧化胁迫时出现不同程度的改变。因此，
SOD 常作为指示环境污染胁迫的重要生物标志物
[22]。在本研究中，体积分数较低的垃圾渗滤液
(0.26%)即可诱导斑马鱼肝脏 SOD 活性显著升
高，而 1.32%垃圾渗滤液稀释液会对斑马鱼鱼鳃
SOD 酶活性产生显著抑制效应，这说明斑马鱼肝
脏 SOD 酶对垃圾渗滤液显示出较高的敏感性。
这与斑马鱼对垃圾渗滤液中的污染物存在多种吸
收机制有关，垃圾渗滤液的体积分数不同，占优
势的吸收途径就不相同，导致毒性反应的变化。 

还原型谷胱甘肽(GSH)是生物体内重要的抗
氧化损伤防御系统的成分之一，在清除活性氧(如
H2O2)的过程中发挥着重要作用[23]。GSH 与抗氧
化酶一样，暴露于污染物质中时可能产生适应性
诱导反应，其质量分数会上升，同时也可能产生
中毒反应，即有机体内 GSH 质量分数降低[24]。
张景飞等[25]报道低浓度 2,4-二氯苯酚(2,4-DCP)长
期暴露(40 d)对鲫鱼(Carassius auratus)幼体肝脏抗
氧化系统的还原型谷胱甘肽(GSH)质量分数几乎
持续受到抑制；王悠等[26]将鲈鱼分别暴露于十二
烷基苯磺酸钠(SDBS)和苯并[a]芘(B[a]P)中，结果
发现 B[a]P 胁迫能够显著诱导鲈鱼体内的 GSH 质
量分数的变化(P<0.05)。这些暴露于污染物中的
鱼类抗氧化酶的变化表明，在污染胁迫下，生物
体可通过调节抗氧化酶水平来增强其清除活性氧
的能力，以减轻污染物的伤害。本实验中，经过
28 d 的长期暴露，与未受胁迫的对照组相比，大
多处理组的垃圾渗滤液对斑马鱼肝脏中 GSH 质
量分数有显著诱导作用(P<0.05)，而鱼鳃中仅渗
滤液体积分数为 0.26%的处理组 GSH 活性受到显
著抑制。因此说明垃圾渗滤液可引起肝脏细胞的
损伤，从而导致其胞浆内酶的异常漏出。垃圾渗
滤液对肝脏中 GSH 质量分数影响更大，这可能
是不同物质在不同器官吸收的差异所造成。 

Na+, K+-ATP 酶普遍存在于动物细胞膜上，
是主动运输所需要的特殊的运载酶，主要集中在
与外界进行气体和离子交换的器官或组织的细胞
膜上，其功能是保证组织或器官细胞膜上的离子

平衡，调节离子跨膜运输[27]。Na+, K+-ATP 酶的
活性中心有天冬氨酸，ATP 上的一个磷酸基团转
移到 Na+, K+-ATP 酶的一个天冬氨酸残基上，
ATP 磷酸化从而释放出能量，满足生理生化需
要，并是多种毒物攻击的靶点[28]。本研究表明，
不同体积分数的垃圾渗滤液对斑马鱼鱼鳃的 Na+, 

K+-ATP 酶浓度没有明显影响，但 1.32%和 6.62%

两个处理组对肝脏 Na+, K+-ATP 酶浓度与空白对
照组有显著抑制(P<0.05)。这有可能是垃圾渗滤
液中的污染物质进人斑马鱼体内以后会对肝脏细
胞膜造成一定程度的损伤，影响了鱼体内的离子
平衡，最终影响到了 Na+, K+-ATP 酶活性。随着
渗滤液体积分数的增大，鱼鳃中 Na+, K+-ATP 酶
活性逐渐恢复至对照水平，这是否表明鱼鳃 Na+, 

K+-ATP 酶对暴露环境有一定的适应，此方面还
有待进一步研究证实。 

4   结论 
(1)垃圾渗滤液对受试鱼的 24、48、72、96 h

的 LC50 分别为 15.918%、14.320%、13.420%和
13.244%，急性毒性相对较高，这说明斑马鱼对
垃圾渗滤液有较高的敏感性，用斑马鱼作为毒性
试验材料监测环境水质毒性是可行的。 

(2)利用不同体积分数的垃圾渗滤液对斑马鱼
进行慢性毒性测试结果显示，垃圾渗滤液会引起
鱼体组织生理生化指标及免疫酶活性的变化，使
鱼体受损和生理机能下降。斑马鱼的抗氧化防御
相关生物标志物对渗滤液染毒胁迫具有相对较高
的敏感性，除 Na+, K+-ATP 酶相对不敏感以外，
SOD 和 GSH 均可用作垃圾渗滤液慢性胁迫的有
效生物标志物。 
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Toxicity and immune-related enzymes effects on zebrafish 
exposed to landfill leachate 
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Abstract: The effects of landfill leachate rejected from reverse osmosis (RO) on the acute toxicity, superoxide dismutase (SOD), 

glutathione (GSH), Na+, K+-ATPase in the breathe-gill and liver of Danio rerio were investigated. The results showed that the 96 h 

LC50 of landfill leachate was 13.2%. There were relatively high acute toxicity  effect on zebrafish. Moreover, the zebrafish has strong 

sensitivity to landfill leachate toxicity. Results of chronic toxicity tests indicated that  landfill leachate had a promoting effect upon 

the induction of the activities of SOD and GSH content in  zebrafish liver tissue, whereas no significant effects on Na+, K+-ATPase 

activities. In addition, the activities of SOD activity in zebrafish gill were significantly (P<0.05). Biomarkers of antioxidant defense 

system of  zebrafish had a relatively high sensitivity to leachate. except Na+, K+-ATPase, SOD activity and GSH content had had 

relatively high sensitivity to leachate except Na+, K+-ATPase, which showed that SOD and GSH can be used as effective biomarkers  

of landfill leachate chronic stress. 
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