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及其组织结构的影响
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摘要:以浸浴法对草鱼鱼种进行毒性试验，比较在 0． 045，0． 091，0． 181 mg /L 3 个不同 Hg2 +
质量浓度下，草鱼的

肾脏和鳃组织中 Na + /K + -ATPase活性变化规律及其组织结构的变化。结果表明:相对鳃而言，Hg2 +
对草鱼肾

的 Na + /K + -ATPase活性有较明显的抑制作用，且随着暴露时间的延长而加强。在组织结构上，草鱼肾小管出
现萎缩的现象，肾小球未见明显症状;鳃小片出现弯曲、融合、脱落和顶端呈肿大等现象，肾、鳃的组织结构特征
均具有时间及剂量效应。
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Effects of Hg2 + on the Na + /K + -ATPase
and Histology of the Kidney and Gill in Grass Carp
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Abstract: The changes of Na + /K + -ATPase activity and histology of the kidney and gill in grass carp were
studied in the bath method under three different Mercury in concentrations 0． 045，0． 091，0． 181 mg /L． The re-
sults show that: compared with that on gills，Hg2 + had a more obvious inhibition on the activity of Na + /K + -
ATPase in kidney，and the longer the exposure，the stronger the inhibition． On the histology，renal tubule had
the tendency of atrophy，while the glomerulus had no obvious symptom; gill － lamellae had the manifestation of
curve，fusion，disarticulation and enlargement on the top，which had the effects of time and dose．
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随着工业的迅速发展，工业废水的大量排放，污染物不断进入到生态系统中，对人类的生产、生活及
健康造成很大的影响及危害，并严重的威胁到自然界中各种生物的安全，日本的“水俣病”就是重金属
汞污染给人类带来得一个警告。由此，水体重金属污染问题越来越受到人们的关注，工业废水把铅、汞、
镉等大量的重金属带入江河湖泊，严重破坏了水域生态环境，直接影响依赖水环境生长的鱼类的正常生

长发育和繁殖。草鱼( Ctenopharyngodon idellus) 属鲤形目，鲤科，雅罗鱼亚科，草鱼属。是中国淡水养殖
的 4 大家鱼之一，作为重要经济鱼类，对我国的渔业经济具有重大的影响。鱼类早期发育是整个生活史
中对各种污染物最为敏感的阶段，用以作为毒性试验具有快速、敏感、经济有效等特点。Na + /K + -ATPase
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是广泛存在于生物细胞质膜上，是组成 Na + /K +
泵活性的主要部分，对金属离子的暴露非常敏感［1 － 4］。

近年来不少学者开展了重金属对草鱼影响的相关研究
［5 － 12］。本文研究了汞对草鱼鱼种肾脏和鳃 Na + /

K + -ATPase活性及其组织结构的影响，旨在探讨重金属 Hg2 +
对生物体的毒性作用及其机理，为水体污

染的治理及渔业种质资源和环境保护提供科学依据。

1 材料与方法
1． 1 实验动物
试验用草鱼( Ctenopharyngodon idellus) 鱼种购自广东梅县丙村镇某鱼苗场，是同批孵化的个体。从

鱼池起捕后在室内暂养一周后进行实验，驯养期间每天定时投喂 2 次。然后选择游动活泼，体表无损伤
的个体进行试验，平均体长为( 7． 3 ± 1． 2) cm，体质量为( 11． 0 ± 1． 6) g。
1． 2 试验条件
暴露试验是在容积为 58 cm ×38 cm × 52 cm 水族箱内进行，加入水体积为 50 L，试验用水为连续

曝气 24 h的自来水，水温( 25 ± 2) ℃，pH为 6． 8，硬度为 2． 4 度( 德国度) ，中间不更换试验液，每组均用
同样管径的气头连续充气。每天投喂 2 次，试验前 2 d停止投喂，试验期间不喂食。
1． 3 暴露实验

Hg2 +
对草鱼鱼种暴露试验采用静态染毒法

［13］。实验设 3 个质量浓度组和一个对照组，根据温茹淑
等
［5］
所做的汞、铅对草鱼鱼种的急性毒性研究，Hg2 +

对草鱼鱼种的 96 h LC50为 0． 362 mg /L，3 个质量浓
度设定分别取 96 h LC50的 1 /2，1 /4 和 1 /8，即分别为 0． 181，0． 091，0． 045 mg /L。试验液的配制先用分
析纯氯化汞［HgCl2·2H20］配制成 100 mg /L 的母液储藏备用，然后稀释成所需要的各级不同质量浓
度。每个质量浓度都设平行组，每组放入实验鱼 35 尾。试验开始后连续观察 8 h，之后分别记录 6，12，
24，48，72 h草鱼的活动状况及死亡个体数目。死亡的标准是鱼腹部向上，鳃盖停止运动，用玻璃棒轻
轻刺激尾柄部位，5 min内无反应即可确定为个体死亡［5］。鱼一旦死亡马上取出，记录死亡时间，鱼的
体表特征，并通过解剖取下死鱼的鳃、肾脏、肝脏制成组织切片用以观察组织变化。
在处理第 6，12，24，48，72 h，分别从各水族箱中取出 8 尾草鱼鱼种，用镊子尖端刺入草鱼的大脑并

轻轻地搅动将鱼处死，剖开腹腔，去掉鳃盖骨，取出其肾脏、鳃组织，放入预冷的生理盐水中洗干净血迹。
将 5 尾草鱼的样品装入做好标记的 1． 5 mL离心管，放入 － 80 ℃超低温冰箱，用于 Na + /K + － ATPase活
性的测定，将 3 尾草鱼的样品迅速放入做好标记的波恩氏固定液中，并贴上标签，用于组织切片的制作。
1． 4 Na + /K + －ATPase活性的测定
分别取试验鱼的鳃和肾组织，加人适量预冷匀浆介质，用玻璃匀浆器在冰浴条件下进行匀浆，匀浆液

在0 ～4 ℃，3 000 r /min，离心15 min，取上清液测定Na + /K + －ATPase活性，匀浆介质含有:蔗糖0． 25 mol /L、
EDTA1． 25 mmol /L、Tris 10 mmol /L，pH = 7． 0。Na + /K + － ATPase 活性测定参照 Paxton 等［14］方法，样
品中蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝法

［15］。Na + /K + － ATPase酶活性单位定义为:每毫克蛋白质每
小时分解产生每微摩尔的无机磷的量为 l个酶活性单位。
抑制率 = ( 对照组 Na + /K + － ATPase 活性 －浓度组 Na + /K + － ATPase 活性) /对照组 Na + /K + －

ATPase活性 × 100% ( 1)
1． 5 数据处理与分析
图表的制作采用 Excel 2007 软件，实验数据用 2 次重复的平均数及标准差表示，不同处理组数据间

的差异采用 SPSS软件，采用 Student’s － t检验法进行分析，P ＜ 0． 05 认为存在显著性差异，P ＜ 0． 01 认
为存在极显著性差异。
1． 6 组织切片制作
组织切片的制作是根据芮菊生

［16］
的组织切片技术的方法，进行常规的石蜡切片，把波恩氏液固定

24 h的组织块用体积分数为 70%酒精冲洗，各级乙醇脱水，石蜡包埋，切片厚度 6 ～ 8 μm，经苏木精 －
伊红( H． E) 染色，中性胶封藏后置光学显微镜( OLYMPUS BX45 － 32P02) 观察并用数码相机( 尼康 FG
－20) 进行拍照。
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图 1 Hg2 +对草鱼鱼种鳃组织 Na + /K + -ATPase活性的影响
Fig． 1 The effect of Hg2 + on the Na + /K + -ATPase

activity of gills in grass carp fingerling

图 2 Hg2 +对草鱼鱼种肾组织 Na + /K + -ATPase活力的影响
Fig． 2 The effect of Hg2 + on the Na + /K + -ATPase

activity of kidney in grass carp fingerling

图 3 Hg2 +
处理 72 h，对草鱼鱼种鳃、肾

Na + /K + -ATPase活性的抑制作用
Fig． 3 The decrease of mecury exposed 72 hours in Na + /K + -ATPase

activity of Grass Carp gill and kidney

2 结果分析
2． 1 草鱼状态及解剖观察
试验鱼放入含汞的试验液后表现兴奋、不安定，在试验液中上下窜动，快速游动。随着时间推移，试

验鱼渐趋于平静。整个暴露实验过程中未见死鱼。在解剖过程中发现，高浓度组的草鱼鱼种的体表粘
液分泌增多，肝脾肿胀，肝脏的颜色变成暗红色;肾脏充血、色泽变暗;鳃丝颜色反而变成浅红色，且显得
肿胀。对照组的鱼种未出现上述解剖症状，同时整个实验过程中无死亡个体。
2． 2 Hg2 +对草鱼鱼种肾、鳃组织 Na + /K + －ATPase活性的影响

Hg2 +
对草鱼鱼种鳃组织 Na + /K + － ATPase活性的影响试验结果如图 1 所示。从图 1 可以看出，经

不同质量浓度 Hg2 +
处理后草鱼鱼种鳃组织的 Na + /K + － ATPase 活性变化不明显。其中 0． 181 mg /L

Hg2 +
处理 12 h 后，其活性基本没变化。

对于 0． 045 mg /L，0． 091 mg /L Hg2 +
处

理在 24 h 时，酶活力都呈上升趋势，而
到 72 h又呈下降趋势。

Hg2 +
对草鱼鱼种肾组织 Na + /K + －

ATPase 活性的影响试验结果如图 2 所
示。在 0． 045 mg /L Hg2 +溶液中曝露 12 h
后，Na + /K + － ATPase 的活性出现的显著
的下降趋势。对于 0． 091 mg /L 和 0．
181 mg /L Hg2 +

试验组 Na + /K + － AT-
Pase活性随时间的延长出现平缓下降
的趋势。3 个试验组的 Na + /K + － AT-
Pase在 72 h时出现了极显著的下降。
2． 3 Hg2 +处理 72 h，对草鱼鱼种肾、鳃
Na + / K + －ATPase的影响比较

Hg2 +
暴露 72 h，对草鱼鱼种鳃、肾 Na + /K + － ATPase的影响比较结果见图 3。从图 3 可看出，肾在

0． 045 mg /L、0． 091 mg /L和 0． 181 mg /L Hg2 +
对 Na + /K + － ATPase 的抑制率均比同质量浓度下的鳃的

抑制率要大。对于 0． 045 mg /L Hg2 +
暴露 6 h时，肾组织中 Hg2 +

对 Na + /K + － ATPase 的抑制率达到了
84． 64%。可见，抑制作用是极为明显的。
2． 4 Hg2 +对草鱼鱼种肾组织结构的影响
鱼类的肾脏在系统发育上属中肾。草鱼鱼种的肾脏深红色，位于前后鳔室中间，贴于体腔的背壁，

以输尿管通入膀胱，横切面上可见肾脏外被一层结缔组织膜，由许多肾小体构成，肾小体包括肾小管(图
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图版Ⅰ 1，2，3:对照组肾脏组织结构图，× 1 000; 4: 0． 045 mg /LHg2 +
暴露 24 h 草鱼肾脏组织结构图，× 1 000;

5: 0． 091 mg /LHg2 +
暴露 24 h 草鱼肾脏组织结构图，× 1 000; 6: 0． 181 mg /LHg2 +

暴露 24 h 草鱼肾脏组织结构图，×

1 000; 7，8，9: 0． 181 mg /LHg2 +
暴露 72 h草鱼肾脏组织结构图，× 1 000; KT: 肾小管，LT: 拟淋巴组织，G: 肾小球，RC:

肾小囊，VD:空泡变性; KTS:肾小管收缩，KTN:肾小管坏死。
Plate Ⅰ 1，2，3: The histological structure of kidney in the control group grass carp，× 1 000; 4: Exposed to 0． 045 mg /

L Hg2 +，24 h grass carp’s kidney histological structure，× 1 000; 5: Exposed to 0． 091 mg /L Hg2 +，24 h grass carp’s kidney

histological structure，× 1 000; 6: Exposed to 0． 181 mg /L Hg2 +，24 h grass carp’s kidney histological structure，× 1 000;

7，8，9: Exposed to 0． 181 mg /L Hg2 +，72 h grass carp’s kidney histological structure，× 1 000． KT: kidney tubules; LT:
lymphoid tissue; G: glomerulus; RC: renal capsule; VD: vacuolar degeneration; KTS: kidney tubules shrink; KTN: kidney
tubules necrosis．

图版Ⅰ Hg2 +
对草鱼种肾组织结构的影响

Plate Ⅰ Effects of Hg2 + on the histological structure of kidney in grass carp

版Ⅰ － 1，2) 和肾小球( 图版Ⅰ － 3) 两部分，肾小球是背大动脉分支在肾小管的肾口旁形成一个毛细血
管团( 图版Ⅰ － 3) ，肾小管的前端凹入，由两层扁平的上皮细胞构成杯状的肾小球囊，将肾小球包入其
中。肾小球囊壁分内外两层，两层之间为一狭小的腔隙，称肾小囊腔，与肾小管的管腔相通。肾脏也包
含拟淋巴细胞，其细胞分布于各肾小管即由连接小管，集合小管与各血管等构造之间。细胞甚小，其核
较显著，皆有淋巴细胞之特征( 图版Ⅰ － 1，2，3) 。
从组织切片观察结果表明，对照组的肾组织无损伤，肾小体、肾小管结构正常( 图版Ⅰ － 1，2，3 ) ) 。

经过 Hg2 +
暴露24 h，0． 045 mg /L实验组的草鱼，没有出现病变的情况(图版Ⅰ－4) ，0． 091 mg /L和0． 181 mg /L

的实验组草鱼鱼种的肾小管出现了萎缩的现象，肾小管周围开始出现空腔( 图版Ⅰ － 5) ，肾小体组织结
构未见异常( 图版Ⅰ － 6) 。经过汞暴露 72 h，0． 045 mg /L 的实验组中，草鱼的肾脏组织结构未发现异
常; 0． 091 mg /L及 0． 181 mg /L的实验组中，肾小管均出现了萎缩，甚至坏死( 图版Ⅰ － 7，8) ，肾小体组
织结构未见异常( 图版Ⅰ － 9) 。
2． 5 Hg2 +对草鱼鱼种鳃组织结构的影响
鳃是鱼类的呼吸器官。鳃组织由许多从鳃弓以直角向外伸出的鳃丝组成，每个鳃丝的背面和腹面

都有并排的鳃小片，是气体交换的场所。鳃小片由上皮组织，结缔组织，毛细血管及神经组织等所组成。
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1，2:对照组草鱼鳃组织结构图 × 1 000; 3: 0． 045 mg /LHg2 +
暴露 24 h 草鱼鳃组织结构图 × 1 000; 4: 0． 091 mg /

LHg2 +
暴露 24 h草鱼鳃组织结构图 × 1 000; 5: 0． 181 mg /L Hg2 +

暴露 24 h 草鱼鳃组织结构图 × 1 000; 6: 0． 045 mg /

LHg2 +
暴露 72 h草鱼鳃组织结构图 × 1 000; 7: 0． 091 mg /LHg2 +

暴露 72 h 草鱼鳃组织结构图 × 1 000; 8: 0． 181 mg /

LHg2 +
暴露 72 h草鱼鳃组织结构图 × 1 000。

GL:鳃小片; GF:鳃丝; EC:上皮细胞群; ECC:氯细胞; BGL: 鳃小片弯曲; US: 顶端膨大; HEC: 上皮细胞增生; DGL: 鳃
小片脱落; GLF:鳃小片融合; CCS:泌氯细胞肿胀。

1，2: The histological structure of gills in the control group grass carp，× 1 000; 3: Exposed to 0． 045 mg /L Hg2 +，24 h

grass carp’s gills histological structure × 1 000; 4: Exposed to 0． 091 mg /L Hg2 +，24 h grass carp’s gills histological structure

× 1 000; 5: Exposed to 0． 181 mg /L Hg2 +，24 h grass carp’s gills histological structure × 1 000; 6: Exposed to 0． 045 mg /L

Hg2 +，72 h grass carp’s kidney histological structure × 1 000; 7: Exposed to 0． 091 mg /L Hg2 +，72 h grass carp’s kidney

histological structure × 1 000; 8: Exposed to 0． 181 mg /L Hg2 +，72 h grass carp’s kidney histological structure × 1 000． GL:
gill lamella; GF: gill filament; CC: chloride cell; BGL: gill lamella bend; US: ultimate swelling; HEC: hyperplasia epithe-
lial cell; DGL: gill lamella drop; GLF: gill lamella fusion; CCS: chloride cell swelling．

图版Ⅱ Hg2 +
对草鱼鳃组织结构的影响

Plate Ⅱ Effects of Hg2 + on the histological structure of gill in grass carp

上皮组织位于鳃小片的基部与鳃小片的各部，是双层细胞，两层之间含有细胞间淋巴的空隙。鳃丝上皮
具有泌氯细胞，鳃小片上皮也有，主要位于鳃丝表皮层基膜的基部，泌氯细胞起离子调节作用。鳃小片
纵切其中轴有一空隙，叫毛细血管空隙，其中是毛细血管，管里充满红血球。小片自由摆动，细胞单层极
薄，其中的红血球通过它与水流进行 O2 和 CO2 的交流，进行上皮呼吸( 图版Ⅱ-1，2) 。
从组织切片观察结果表明，对照组鳃小片清晰整齐，上皮细胞之间有黏液细胞、腺细胞和泌氯细胞

等，无扭曲增生现象，鳃组织无损伤( 图版Ⅱ-1，2) 。经过 Hg2 +
暴露 24 h后，各质量浓度组的草鱼鱼种

鳃小片均开始出现弯曲( 图版Ⅱ-3，4，5) 、上皮细胞增生肿大( 图版Ⅱ-4) ，相邻的鳃小片出现融合等病变
( 图版Ⅱ-4，5) 。Hg2 +

暴露 72 h后，鳃小片的弯曲十分明显( 图版Ⅱ-6) ;有的鳃小片顶端不但肿大，甚至
出现充血的现象，呈球状或棒状( 图版Ⅱ-6，8) ;上皮细胞增生，腺细胞分泌的粘液增多，相邻的鳃丝出现
融合现象，形成一片上皮细胞板( 图版Ⅱ-8) ;泌氯细胞肿胀，也出现了许多空泡;有的鳃小片甚至还出现
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了坏死和脱落( 图版Ⅱ-7) ，严重影响了鳃的功能。这些现象在不同质量浓度组的试验鱼中表现出的症
状随质量浓度的增加而加重。

3 讨 论
3． 1 Hg2 +对草鱼 Na + /K + －ATPase活性影响

Na + /K + － ATPase是存在于细胞质膜上从水解 ATP 获得能量、逆电化学梯度转运 Na +，同时反方

向转运 K +
的一种内膜蛋白，也称钠泵，其广泛分布于各类细胞质膜上。Na + /K + － ATPase 酶是多种毒

物作用的靶位点，对毒物十分敏感。本试验研究的结果表明，Hg2 +
对草鱼鱼种的鳃、肾 Na + /K + － AT-

Pase的活性有抑制作用，特别是对肾 Na + /K + － ATPase有明显的抑制作用。相关研究［4］表明重金属可
以抑制 Na + /K + － ATPase的活性，原因在于重金属离子通过与膜上蛋白质的结合位点即含巯基结构或
氧基结构的基团结合后，引起蛋白质空间构象发生变化，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。而 Na + /K + － ATPase的抑制对鱼生理功能造成一定程度的损害，原因在于这种抑
制引起细胞膜结构的破坏，损害的部位或是质膜或为线粒体膜，结果导致生物自身的代谢活动受到抑

制。徐立红等［17］通过研究表明，重金属影响 Na + /K + － ATPase的活性途径可能与活性中心的羧基形成
不溶性盐，影响活性中心的亲核催化作用;也可能取代 Na +，使酶的构象受到影响，从而影响了磷酸化步

骤后面的反应。而 Thaker［2］则认为重金属离子对细胞的作用首先是攻击细胞膜上的 Na +，K +
离子泵，

导致了不可控制的 Na +
离子沿着度梯度进入细胞中，同时水分子与其它成分一道流入细胞，最终导致膜

的破裂。
本试验结果中，Hg2 +

对肾 Na + /K + － ATPase的抑制率明显大于鳃。暴露 72 h，在 0． 045 mg /L Hg2 +

处理组，鳃组织 Na + /K + － ATPase的抑制率只有 4． 29%，肾组织 Na + /K + － ATPase的抑制率为 84% ;在
0． 181 mg /L Hg2 +

处理组，鳃组织 Na + /K + － ATPase的抑制率只有 14% ;肾组织 Na + /K + － ATPase的抑
制率为 64 % ;表明肾组织 Na + /K + － ATPase 对毒物的敏感性较鳃组织的要大。这一现象与徐立红
等
［17］
的研究类似，Bouquegneau［18］用鳗的研究也发现 Hg2 +

对 Na + /K + － ATPase 有较强的抑制，Jam-
pol［19］的研究表明，淡水鱼肾中的 Na + /K + － ATPase 所占的比例较鳃等组织大，因此，肾 ATPase 要比鳃
ATPase敏感些。方展强等［4］认为 Na + /K + － ATPase作为生物膜物质的装运与能量代谢的一种关键酶，
对 Hg中毒十分敏感，其活性变化可以考虑作为对水环境 Hg污染效应的较理想指标。
3． 2 Hg2 +对草鱼的肾脏、鳃组织结构的毒性
肾脏是鱼类排泄 Hg的重要器官，是鱼体内蓄积 Hg2 +

最多的地方，无机 Hg2 +
进入血液后迅速分布

全身，随之转运、聚积在肝脏和肾脏，70% ～80%的无机汞逐步以汞结合硫蛋白的形式集中在肾脏皮质
的近曲小管细胞内，并经肾由尿排出体外［20］。本实验中，暴露 24 h，0． 045 mg /L、0． 091 mg /L及暴露 72 h，
浓度为 0． 045 mg /L的草鱼肾脏均未出现病变。其原因在于重金属离子能在肾细胞内与含巯基的硫蛋
白结合，形成对金属有储存、传递和解毒作用的金属硫蛋白( MT) ，MT 主要存在于肾小管细胞内，当 MT
有足够储量时，可通过与重金属离子的结合而保护肾小管细胞不受损害，从而使肾对重金属污染表现出

一定的耐受性
［21］。但随着 Hg2 +

质量浓度的增加还有暴露时间的延长，将会超出金属硫蛋白的解毒能

力，进而直接对肾组织造成伤害。而重金属对肾的毒性，主要是损害近曲小管的上皮细胞，使其细胞溶
酶体增多，线粒体肿胀变形［20］，导致肾发生病变。所以在本实验中，经过 Hg2 +

暴露 24 h，0． 181 mg /L
及暴露 72 h，0． 091 mg /L、0． 181 mg /L的草鱼鱼种的肾脏的肾小体无明显的变化，但是肾小管出现了萎
缩，细胞坏死等现象。且病变的程度与 Hg2 +

质量浓度有着密切的关系，Hg2 +
质量浓度越高，病变的情况

越明显。因此，鱼类肾脏的组织结构的变化也是监测 Hg2 +
质量浓度污染的一个有效标志物。

鳃是鱼类与外部环境接触的主要器官，是外源性化学物质的第一靶器官。鱼鳃的特殊结构决定它
有利于水中离子的穿过，成为鱼体直接从水中吸收重金属的主要部位。本实验中草鱼鱼种的鳃组织结
构也出现了鳃小片肿大、充血、坏死;鳃丝融合，上皮细胞增生，腺细胞分泌的粘液增多，泌氯细胞肿胀，
等一系列的病态症状，破坏了鳃的功能，造成鱼体呼吸困难，且症状随 Hg2 +

质量浓度的升高和暴露时间

的延长而加重。这与关海红等［22］的实验结果是一致的。其认为生物体内对有害金属的解毒机制是因
体内的金属蛋白和类金属巯蛋白分子的巯基( － SH) 能结合大量的金属，这两种蛋白质对重金属在生物
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体内的贮存、传递和解毒可能起着重要作用。但金属巯蛋白的解毒作用是有限的，当鱼体内重金属含量
过高，金属巯蛋白不能结合的金属便转移到组织中的高分子量蛋白质中，使组织受到损伤，呈现病理状

态，正常的生理活动受到影响。其中上皮细胞增生，泌氯细胞肿胀，被认为是对鳃损坏引起的离子失衡
而做出的补偿性应答

［23］;上皮的增生和泌氯细胞的肿张引起鳃小片融合，当鳃丝之间的空隙被鳃丝细

胞填满，引起跨鳃表面的氧气交换减少，呼吸困难甚至死亡［24］。
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