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摘要：采用动物毒理实验法，研究了铜、镉及其复合污染对中华大蟾蜍（1)-( /+*/+*#2+$&）蝌蚪 )*+ ,-+ ,
./0*12酶活性的影响。结果表明，在 "3"!4 5 6789 :;! +和 %3%$ 6789 :<! +作用下，蝌蚪 )*+ ,-+ ,./0*12酶
活性极显著高于对照组（3 = "3"%）。随着 :;! +、:<! + 暴露浓度的增加，蝌蚪 )*+ ,-+ ,./0*12酶活性又逐
渐降低，甚至被抑制。铜、镉复合污染在 )*+ ,-+ ,./0*12酶水平上表现出一定的协同作用。
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近些年来，世界各地的两栖动物种类正在

急剧地衰减或消失［% & (］，对湿地和陆地生态系

统造成了很大的冲击。关于两栖动物种群动态

和生物多样性的保护也逐渐成为研究的热点。

研究者对许多常见的两栖类物种不明原因的衰

减或消失进行了多次论证，认为两栖动物由于

其皮肤的高渗透性、水陆两栖等生物学特性，对

环境污染极其敏感，两栖动物种群的变化与环

境污染物有密切的关系［$ & ?］。重金属是分布范

围极广、毒性效应大且难以消除的一类环境污

染物，有关重金属污染对两栖动物的致死效应

以及在生长、发育、行为等方面的影响已有不少

报道［’ & 4］，但关于其毒性作用机理目前尚不清
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!"# $%# $&’(")*酶几乎存在于所有动物的
细胞中，是组成 !"# $%# 泵的主要活性部分，是

生物重要的功能膜蛋白，在细胞体积的调节、细

胞内 +,的控制、自由 -". # 浓度以及膜势的维
持等方面起着重要作用［/0］。体外与体内的实

验表明水生生物的 !"# $%# $&’(")*酶对重金属
离子的暴露非常敏感［// 1 /2］，是一项重要的敏感

性生物指标。关于重金属对两栖动物 !"# $%# $
&’(")*酶活性的影响尚未见报道。因此，本实
验以水域中常见的重金属元素铜、镉为研究对

象，以中华大蟾蜍（!"#$ %&’%&’()&*+）蝌蚪为模式
生物，研究了铜、镉及两者复合污染下蟾蜍蝌蚪

!"# $%# $&’(")*活性的变化，探讨重金属铜、镉
对蝌蚪的致毒机理，了解和揭示重金属污染对

两栖类种群数量下降的影响，并进一步探讨两

栖动物与外界环境的关系，为两栖类物种的保

护和环境监测提供一定的理论依据。

! 材料与方法

!"! 实验动物 中华大蟾蜍成体采自杭州市
郊。成体被置于本学院动物养殖基地的池塘

里，由其自然抱对产卵，孵化出蝌蚪。实验前将

发育至早期的蝌蚪（.3 1 .4期，56)7*8标准）［/2］

带回实验室，在室内玻璃水族箱（90 :; < =0 :;
< 23 :;）中暂养 4 >，暂养水为曝气 2 >以上的

自来水，每天不间断充气，每天投放商品粉状鱼

饲料 /次，实验前一天停止喂食。选择体质健
康、大小均一的蝌蚪进行毒性实验。

!"# 毒性实验试剂 -?采用 -?@A=·3,.A（上
海振兴试剂厂）；->采用 ->-B.·.C3,.A（中国亨
新化工试剂厂），均为分析纯。用双蒸水配制母

液，实验时稀释成所需要的浓度。

!"$ 实验方法
!"$"! 实验动物的染毒处理 根据急性毒性
实验测定的 -?. #、->. #对蝌蚪 D9 E的半致死浓
度 F-30分别为 0C/=D、9CG= ;HIF，对 -?. #和 ->. #

的实验浓度各设置了 =个梯度，-?. #：0C0.D G、
0C024 0、0C0=4 D、0C043 0 ;HIF；->. #：0CG33、
/C/=0、/C4/0、2C=.0 ;HIF；另各设置一个对照
组。复合毒性实验浓度据单一毒性实验确定，

分别由 2种浓度的 -?. #和 ->. #作交叉处理（表
/）。以上每个浓度各设 2个重复。实验容器为
2 F的聚乙烯塑料桶，实验水体共为 . F，实验用
水为曝气的自来水（实验时水温 /G 1 ..J，+,
9C3 1 4C0，溶氧为 9 1 G ;HIF）。采用静水实验
法，每天更换实验溶液。每组实验各放蝌蚪 .0
尾，实验期间停止喂食。暴露全过程为 4 >。暴
露结束时，将每个处理组的蝌蚪称重后迅速置

于液氮中冷冻，待测酶活性。

表 ! %&#’、%(#’复合污染处理的实验设计

)*+,- ! ).- -/0-123-45*, (-6274 89 :83+24-( 08,,&5284 89 %&# ’ *4( %(#’

污染物

(6BB?K"7K
（;HIF）

处理序号 LM)+6)"B 7?;N*8

-% / . 2 = 3 9 4 G D

-?. # 0 0C0/G 9 0C0.D G 0C024 0 0C0/G 9 0C0.D G 0C024 0 0C0/G 9 0C0.D G 0C024 0
->. # 0 0C=.G 0C=.G 0C=.G 0C340 0C340 0C340 0CG33 0CG33 0CG33

!"$"# 样品制备 从液氮中取出蝌蚪，清洗，
称重，=J下按 / O=（P O Q）加预冷的生理盐水，用
玻璃匀浆器在冰浴中匀浆，并于 =J、/. 000 8I
;M7离心 /0 ;M7，取上清液保存于 R .0J冰箱中
待测。

!"$"$ 检测方法 !"# $%# $&’(")* 的测定采
用钼铵酸显色测磷法，蛋白质含量的测定采用

考马斯亮蓝法。试剂盒均购于南京建成生物工

程研究所。!"# $%# $&’(")* 活性单位为!;6B
(MI（E ;H (8）。
!"; 数据处理与分析 实验所得数据采用
@(@@ /0C0统计软件包进行统计分析，所有的结
果均以平均值 S标准误来表示。各处理组和对
照组之间的比较采用 ,$检验，- T 0C03 为差异
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显著，! ! "#"$为差异极显著。

! 结 果

!"# $%!&对蟾蜍蝌蚪 ’(& )*& )+,-(./活性影
响 不同浓度暴露下，蟾蜍蝌蚪 %&’ ()’ (
*+,&-.酶活性变化见图 $。结果显示，不同浓
度 /01 ’ 处理 2 3 后，蟾蜍蝌蚪 %&’ ()’ (*+,&-.
活性都被不同程度地激活。当 /01 ’ 浓度为
"#"14 5 6789时，%&’ ()’ (*+,&-.活性与对照组
比较呈极显著升高（! ! "#"$）；随着 /01 ’ 浓度
的增加，%&’ ()’ (*+,&-. 活性开始下降，但
"#":2 "、"#";2 4 6789 /01 ’ 组仍显著高于对照
组（! ! "#"<），"#"2< " 6789 /01 ’组与对照组差
异不明显（! = "#"<）。

图 # $%!&对蟾蜍蝌蚪 ’(& )*&

)+,-(./酶活性的影响

0123# 455/67. 85 $%! & 89 7:/ ’(& )*& )+,-(./
(671;171/. 85 !"#$ %&’%&’()&*+ 7(<=8>/.

!与对照组比较差异显著（! ! "#"<）；!!与对照组比较差

异极显著（! ! "#"$）；下同。

! ! ! "#"<，!! ! ! "#"$，>?6@&A.3 B? >?CBA?D 7A?0@；+E. -&6.

F.D?GH

!"! $<!&对蟾蜍蝌蚪 ’(& )*& )+,-(./活性影
响 /31 ’对蟾蜍蝌蚪 %&’ ()’ (*+,&-.活性的影
响见图 1。由图 1 可知，/31 ’ 对蟾蜍蝌蚪组织
%&’ ()’ (*+,&-.活性的影响，随着浓度的不断
升高，%&’ ()’ (*+,&-.活性经历了升高(回落(抑
制的过程。当 /31 ’浓度为 "#5<< 6789时，蝌蚪
%&’ ()’ (*+,&-.活性与对照组比较没有明显差

异（! = "#"<）；当 /31 ’浓度为 $#$;" 6789时，蝌
蚪 %&’ ()’ (*+,&-. 活性极显著升高（ ! !
"#"$）；随着 /31 ’ 浓度的增加，蝌蚪 %&’ ()’ (
*+,&-.活性开始回落，但在 $#2$" 6789浓度组
仍显著高于对照组（! ! "#"<），而在 :#;1" 6789
/31 ’浓度组，蝌蚪 %&’ ()’ (*+,&-. 活性却被明
显抑制（! ! "#"$）。

图 ! $<!&对蟾蜍蝌蚪 ’(& )*&

)+,-(./酶活性的影响

0123! 455/67. 85 $<! & 89 7:/ ’(& )*& )+,-(./
(671;171/. 85 !"#$ %&’%&’()&*+ 7(<=8>/.

!"? 铜、镉复合污染对蟾蜍蝌蚪 ’(& )*& )
+,-(./活性影响 铜、镉复合污染对蟾蜍蝌蚪
%&’ ()’ (*+,&-.活性影响见图 :。从图 : 可以
看出，当 /01 ’ 浓度为 "#"$5 I 6789 时，随着
/31 ’浓度的增加，蝌蚪 %&’ ()’ (*+,&-. 活性与
对照组、单一 /01 ’浓度组比较，差异不明显；当
/01 ’浓度为 "#"14 5 6789时，随着 /31 ’浓度的
增加，蝌蚪 %&’ ()’ (*+,&-.活性均显著低于单
一的 /01 ’ 浓度组，说明 /31 ’ 增强了 /01 ’ 对蝌
蚪的毒性；当 /01 ’ 浓度为 "#":2 " 6789 时，在
"#;15 6789 /31 ’浓度组蝌蚪 %&’ ()’ (*+,&-.活
性高于单一的 /01 ’浓度组，这可能是因毒性增
强机体出现代偿所致；随着 /31 ’ 浓度的增加，
毒性进一步增强，蝌蚪 %&’ ()’ (*+,&-.活性下
降甚至被抑制，且低于单一的 /01 ’浓度组。由
此可见，在蝌蚪 %&’ ()’ (*+,&-.活性变化的水
平上，/01 ’、/31 ’之间具有一定的协同作用。
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图 ! "#$%、"&$%复合污染对蟾蜍蝌蚪

’(% )*% )+,-(./酶活性的影响

0123! 455/67. 85 "#$ % (9& "&$% 68:;19(7189 89

7</ ’(% )*% )+,-(./ (671=171/. 85
!"#$ %&’%&’()&*+ 7(&>8?/.

! 讨 论

!"# $%# $&’(")*是生物体内物质运输、能
量转换及信息传递方面具有重要生物学意义的

酶。&’(")*至今是一种评价环境污染压力的
一个有用的参数，已发现包括鱼在内的多种水

生生物组织 &’(")*对不同污染物均有反应，都
表明有一定的剂量$效应关系存在［+,，+-］。本研
究结果表明，在较低浓度的 ./0 # 胁迫下，蝌蚪
!"# $%# $&’(")*活性显著升高，这可能是因为
在较低浓度下蝌蚪受到了轻微损伤，蝌蚪可以

通过自我调节，主要是增强 !"# $%# $&’(")*活
性来维持体内的离子平衡。在较高浓度的

./0 #处理后，蝌蚪 !"# $%# $&’(")* 活性又开始
下降回落。作者认为这主要与 ./0 # 对蝌蚪的
毒性作用需要一个时间过程有关，./0 # 暴露初
期进入蝌蚪体内的重金属含量较少，引起蝌蚪

的应激反应，通过应激反应来增加 !"# $%# $
&’(")*活性。但随着 ./0 #暴露浓度的增加，进
入蝌蚪体内的重金属含量越积越多，这些重金

属离子可能通过与膜上蛋白质的结合位点（如

含巯基结构或氧基结构的基团）结合后，引起蛋

白质构象发生变化，这种变化阻止了底物与蛋

白质的结合，从而抑制了正常酶的活性［+1］。也

可能是由于 ./0 # 能诱导机体金属硫蛋白的合

成，蝌蚪体内游离的重金属离子不断被结合，减

轻了 ./0 # 对蝌蚪的毒性，因而蝌蚪 !"# $%# $
&’(")*活性开始下降回落。其原因还有待于
进一步研究。

据报道，23"4"5*等［+6］研究了亚致死浓度下
.70 #对锯缘青蟹（ !"#$$% &’((%)%）的肝胰脏与鳃
丝 !"# $%# $&’(")*的作用，结果显示在 89888 :
;<=>浓度下，酶活力在 +8 7内出现暂时激活现
象，时间延长或者浓度再升高则表现出抑制作

用。这与本实验 .70 #在较低浓度（+9+,8 ;<=>）
处理后对蟾蜍蝌蚪 !"# $%# $&’(")*活力表现为
激活现象，而高浓度表现为显著性抑制的剂量

效应关系基本一致。?@*AABC<［+D］认为毒物在低
浓度下出现的这种增益现象，是其在无毒情况

下的刺激反应，并把这一现象称为“毒物兴奋效

应”，至今许多研究也证实了这一观点。至于

!"# $%# $&’(")*活性抑制的作用机理，EFB*7;"C
等［+G］认为 .70 #因其离子半径与 ."0 #相似，因而
可取代 ."0 #与 !"#进行交换，从而妨碍 ."0 #的
外流。姜傥等［08］研究发现胞浆内 ."0 # 浓度的
升高与 !"# $%# $&’(")*酶活性下降之间存在着
明显的相关关系。因而推测镉的毒性作用与其

引起组织细胞 !"# $%# $&’(")*酶活性的下降与
钙稳态失调有关。

杨再福等研究发现 ./0 #、.70 #对泽蛙蝌蚪
的急性联合毒性表现为协同作用［0+］。本实验

结果显示，蟾蜍蝌蚪 !"# $%# $&’(")* 活性在
./0 #、.70 #复合污染暴露下，也表现为一定的协
同作用。目前还未见关于 ./0 #、.70 #协同效应
机制的研究，可能与它们的化学结构、生化特征

有关，其作用机理还有待于进一步研究。

本研究结果显示，蟾蜍蝌蚪在低浓度的铜、

镉及其复合污染暴露下，其机体的 !"# $%# $
&’(")*活性对铜、镉污染均相当敏感。因此，
鉴于蟾蜍蝌蚪的可获得性、!"# $%# $&’(")* 活
性的易检测性等优点，蟾蜍蝌蚪机体 !"# $%# $
&’(")*活性可考虑作为水体铜、镉及其复合污
染的一个有效的生物学指标。
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