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微囊藻毒素在鲤鱼体内生物富集作用的初步研究
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摘 　要 :为了解微囊藻毒素在鲤鱼体内生物富集作用 ,用 ELISA 法对饲养不同时间的鲤鱼肝脏和肌

肉以及饲养用水中的微囊藻毒素进行测定。结果显示 ,鲤鱼肝脏和肌肉的微囊藻毒素含量在试验

第七天达到峰值 ,分别为 1143 ngΠg 和 2153 ngΠg。饲养用水微囊藻毒素在第四天达到 11136 ngΠg ,是

整个试验期间的最高值。不同时间鲤鱼肝脏对微囊藻毒素的生物富集能力均明显高于肌肉 ,鲤鱼

肝脏的生物富集系数在实验第三十五天达到 3 96116 ,为整个试验的最高值 ,肌肉的生物富集系数

在试验开始后 28 d 内平缓上升 ,维持在 800 左右 ,整个试验期间肝脏的生物富集系数基本是肌肉

的 319 倍。本研究为囊藻毒素对水产品的污染和制定其在水产品中的限量标准提供了依据。
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Abstract : In order to investigate bioaccumulation effect of mycrocystin in Cyprinus Carpiol ,level of mycrocys2
tin in liver and muscle of Cyprinus Carpiol as well as water sample ,were examined by ELISA. The results

showed that levels of mycrocystin in liver and muscle samples reached the highest of 1143 ngΠg and 2153 ngΠg ,

respectively at day 7 ,and in water at day 4 ,11136 ngΠg. Bioaccumulation capability of liver was remarkably

higher and 319 times of muscle at different times and the bioaccumulation coefficient reached the maximum of

3 96116 at day 35 while the bioaccumulation coefficient of muscle increased gradually from the beginning of ex2
periment and maintained about 800 until the end of experiment . The results of this study provide the scientific

base for establishing the Tolerance limit of microcystin in aquaculture products.
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　　我国的一些湖泊近年来水体富营养化日趋严

重 ,浮游藻类大量繁殖 ,不仅使水体感官性状恶化 ,

而且由于藻细胞腐败裂解后微囊藻毒素被释放到水

中 ,野生动物及家畜家禽饮用了含有产毒藻及藻毒

素的水后 ,发生中毒甚至死亡。[1 ]淡水鱼类是重要的

食物资源 ,微囊藻毒素对水生生物的污染而引起潜

在的健康危害已成为一个重要的公共卫生问题。自

然水体中水生生物富集微囊藻毒素已有一些资

料 ,
[2～3 ]但尚未见实验室条件下在鲤鱼体内微囊藻

毒素生物富集研究的国内外报道。本研究在实验室

条件下建立了鱼体富集微囊藻毒素的模型 ,并对其

在鱼体内的生物富集规律进行了初步研究 ,为探讨

微囊藻毒素对水产品的污染和制定其在水产品中的

限量标准提供依据。

1 　材料和方法

1. 1 　微囊藻毒素样品制备和鉴定

取太湖水华期鲜藻 ,镜检含有大量产毒微囊藻。

鲜藻经 12 000 rΠmin ,离心 10 min ,冷冻真空干燥机冷

冻干燥 , 得干藻粉 ,分装于试管中 , 密闭 , - 20 ℃冷
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冻保存备用。HPLC 检测干藻粉含微囊藻毒素 0144

mgΠg ,主要为 MC - LR 和 MC - RR。

试验前 ,将 9 g 干藻粉溶于 900 mL 养鱼水中 (该

水取自鱼缸) , 超声振荡 5 min 后 ,使藻细胞完全破

碎 ,得微囊藻粗提水溶液。取体重 25～30 g 的健康

雄性小鼠 10 只 ,腹腔注射 1 mL 微囊藻粗提液 (414

μgΠmL) ,注射后 15～30 min 后 7 只小鼠出现昏睡、抽

搐 ,在 1～2 h 内死亡 ,解剖见肝脏充血肿大 ,质脆 ,

HE染色肝窦内白细胞浸润 ,肝细胞灶性坏死 ,呈典

型微囊藻毒素中毒肝脏病理相 ,证实所得粗提液含

有微囊藻毒素。

1. 2 　试验鱼种和饲养条件

试验鱼种选鲤鱼 ,购于北京水产研究所 ,平均体

长 915～1010 cm , 平均体重 50 gΠ尾 ,行动活泼、体色

光泽、鱼鳍完整舒展、逆水性强、食欲好。在实验室

内驯养一周后进行试验。鱼饵料购于北京水产研究

所 , 投食前经 ELISA 测定 ,不含微囊藻毒素。试验

容器采用玻璃缸 ,其盛水量以每条鱼约 2 L 水为宜 ,

放置 3 d 以上的自来水作为饲养用水。经水质分

析 ,饲养用水的 pH 值、Ca
2 + 、Mg

2 + 、K
1 + 、溶解氧均符

合地面水质要求。

1. 3 　试验步骤

随机将 96 尾鲤鱼分为试验组和空白对照组。

试验组又分成相同剂量的 6 个小组 ,每小组 12 尾

鱼 ,投放一个鱼缸内 ,每个鱼缸一次性投放 9 g 干藻

粉粗提水溶液。在试验的第四天和第七天 ,从试验

组每个鱼缸中各取鱼 1 尾 ,水样 50 mL 作为检测样。

以后每七天各缸重复取鱼 1 尾 ,水样 50 mL ,试验持

续 77 d ,整个试验期间共取鱼样、水样各 12 次。空

白对照组的 24 尾鲤鱼分为 4 个小组 ,每六尾鱼放在

一个鱼缸内。每取 3 次实验组鱼样 ,取一个对照组

的鱼样和水样。各组鲤鱼处死后取背部肌肉和肝脏

测定微囊藻毒素含量。

1. 4 　微囊藻毒素的测定

称取鱼肌肉和肝脏试样各 1 g ,经丁醇 + 甲醇 +

水 (5 + 25 + 70 ,体积分数)抽提 ,12 000 r/ min 离心 10

min , Sep2Pak C18 小柱过滤 , 依次用酸化水 ( pH

510) 、20 %和 80 %甲醇梯度洗脱 ,真空冷冻干燥机冷

冻至干 ,0101 molΠmL PBS 溶解 ,小管分装。水样在

- 80 ℃反复冻融 3 次 , 经玻璃纤维滤膜 ( Whatman

GFΠC)过滤 , 取中间的 1 mL 水样待测。采用酶联免

疫吸附试验 ( ELISA) 方法测定试样中微囊藻毒素含

量。[4 ]

2 　结果与分析

2. 1 　微囊藻毒素在鲤鱼肌肉、肝脏和饲养用水中的

动态变化

微囊藻毒素在鲤鱼肌肉、肝脏和饲养用水中的

含量的动态变化见图 1。给饲养鱼缸内投放微囊藻

毒素 ,水样微囊藻毒素在第四天达到 11136 ngΠg ,是

整个试验期间的最高值。实验组鲤鱼肌肉、肝脏的

微囊藻毒素含量高峰出现时间略滞后于饲养用水 ,

至第七天达到峰值 ,分别为 1143 ngΠg 和 2153 ngΠg。

试验期间各时间点肝脏的微囊藻毒素含量均显著高

于肌肉和水样中的含量。在试验的第二十八天 ,肌

肉的微囊藻毒素含量接近同一时间的饲养用水。对

照组鲤鱼肌肉和肝脏的微囊藻毒素含量在整个试验

期间波动很小 ,分别在 0155 ngΠg 和 0136 ngΠg 上下波

动 ,对照组的水样微囊藻毒素含量极微 ,平均只有

0146 pgΠmL ,是饲养用水 (平均 0146 ngΠmL)的千分之

一。

图 1 　实验组鱼肌肉、鱼肝脏和实验用水

微囊藻毒素含量动态变化

2. 2 　微囊藻毒素在鲤鱼肌肉和肝脏中的富集作用

微囊藻毒素的生物富集作用可以用微囊藻毒素

在鲤鱼组织和同期饲养用水样的含量比值大小来表

示 ,不同采样时间鲤鱼肌肉和肝脏生物富集系数的变

化见图 2。由图 2 可见 ,不同时间鲤鱼肝脏对微囊藻

毒素的生物富集能力均明显高于肌肉 ,鲤鱼肝脏的生

物富集系数在实验第三十五天达到 3 96116 ,为试验

的最高值 ,之后呈波动下降趋势 ,试验结束时仍维持

在2 500左右 ;肌肉的生物富集系数在试验开始后 28 d

内平缓上升 ,28 d 后维持在 800 附近 ,整个试验期间

肝脏的生物富集系数基本是肌肉的 319 倍。

图 2 　不同时间鲤鱼微囊藻毒素的

生物富集系数的动态变化
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3 　讨论

蓝藻是淡水鱼类、特别是鲤鱼的饵料之一。鱼

类通常经口接触微囊藻毒素。人类作为生物链的最

高级别 ,食物中微量的有害物质都可以通过食物链

浓缩富集 ,进入人体内对人类健康造成危害。由于

生物样品中微囊藻毒素测定较为困难 ,进行微囊藻

毒素室内生物富集研究的资料很少。ELISA 测定水

样微囊藻毒素的灵敏度是 50～1 000 pgΠmL。[5 ] 本研

究建立了单克隆抗体的 ELISA 方法检测肌肉和肝脏

微囊藻毒素的方法 ,肝脏样品微囊藻毒素的相对平

均回收率是 7817 % ,范围为 6115 %～9611 % ,相对标

准差为 1115 % ,鱼肉样品微囊藻毒素的相对平均回

收率为 7215 % ,范围为 6215 %～8912 % ,相对标准差

为 1213 % ,达到了研究的要求。

微囊藻毒素通过胆汁酸转运系统进入肝脏

中 ,
[6 ]肝脏是体内最大的代谢解毒器官 ,从多种途径

进入体内的外源性化学物 ,大多数都在肝内转化或

贮存。肝脏中的微囊藻毒素全部结合于肝细胞液组

分中 ,绝大部分以共价形式结合 ,[7 ]通过作用于肝脏

的 PP1 (蛋白磷酸酶 1) 和 PP2A (蛋白磷酸酶 2A) 发

挥其主要毒性作用。Ito E
[8 ]等给予大鼠一次注射染

毒微囊藻毒素 14 d 后 ,只有少量微囊藻毒素存在于

胃肠粘膜上皮细胞中 ,大部分微囊藻毒素通过粪便

排出体外。本研究中饲养用水一次性加入微囊藻毒

素后 ,微囊藻毒素迅速在鲤鱼组织中富集 ,微囊藻毒

素在肌肉和肝脏中达到最高峰的时间是试验的第七

天 ,此后组织内微囊藻毒素的含量逐步下降 ,在实验

的第二十八天 ,肌肉的微囊藻毒素含量接近同一时

间的饲养用水 ,但肝脏中微囊藻毒素含量始终高于

肌肉中的含量 ,提示肝脏对微囊藻毒素的亲和力要

远远高于肌肉对微囊藻毒素的亲和力 ,这可能与大

鼠和鲤鱼对微囊藻毒素的代谢以及大鼠和鲤鱼的生

活环境不同有关。本文肝脏中微囊藻毒素含量要明

显高于肌肉微囊藻毒素含量的结果与有关文献一

致。[9 ]

本研究肝脏微囊藻毒素生物富集系数在实验的

第三十五天即达到最高值 3 961164 ,肌肉的生物富

集系数在实验第二十八天趋于平衡。鲤鱼通过吸

收、吸附、吞食等过程 ,从水中浓缩微囊藻毒素 ,在这

种生物积累过程中 ,微囊藻毒素不断进入鲤鱼体内

又不断从体内排除 ,这种物质交换过程要经历一定

时间才能达到动态平衡过程。肝脏和肌肉属于不同

的器官 ,对微囊藻毒素达到平衡所需要的时间 ,可能

有很大的差别。鲤鱼通过肝肠循环重吸收微囊藻毒

素等是造成肝脏和肌肉对微囊藻毒素的富集高峰差

异的原因。影响微囊藻毒素富集的因素很多 ,生物

种的特性、微囊藻毒素的性质、微囊藻毒素的浓度和

作用时间以及环境特点是影响生物富集的因素。进

一步的影响因素 ,尚待深入研究。
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