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摘 要: 测定了生活于受竹子制浆造纸废水 ( 采用“小苏打浸泡法”制浆) 污染的河道中食蚊鱼活体肝脏 7-乙氧基-3-异吩呛哇酮-脱

乙基酶 ( 7-ethoxyresorufino-deethylase，EROD) 和谷胱甘肽硫转移酶 ( Glutathione-S-transferase，GST) 的活性，并论证了食蚊鱼作为评

价竹子制浆造纸废水生物毒性的指示生物的可行性。结果表明，食蚊鱼是比较理想的评价竹子制浆造纸废水生物毒性的指示生物，

其活体 EROD能有效、真实地评价竹子制浆造纸废水的安全性，GST在指示竹子制浆造纸废水生物毒性时的效果不如 EROD。
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造纸废水含有大量有毒的有机污染物，对造纸废

水进行生物毒性测试可补充化学分析方法的不足，有

效评价造纸废水的安全性。目前，一般采用急性毒性
测试方法［1］及基于细胞培养的生物标记法来评估造

纸废水的综合毒性［2］。
食蚊鱼 ( Gambusia affinis ) 属鳉形目 ( Cyprin-

odontiformes) 、胎鳉科 ( Poeciliidae) ，具有广泛的生
境适应性、繁殖周期短、生殖率高、明显的两性性状
等特点，且易于在实验室饲养，被广泛用作造纸废水

毒性的指示生物物种［3］。采用酶活性指标监测造纸
废水污染程度尚处起步阶段，且尚未有利用野生食蚊

鱼活体 7-乙氧基-3-异吩呛哇酮-脱乙基酶 ( 7-
ethoxyresorufino-deethylase，EROD) 和谷胱甘肽硫转
移酶 ( Glutathione-S-transferase，GST) 来评估造纸废
水毒性的报道。EROD 是混合功能氧化酶系统
( MFO) 的主要组分，属细胞色素氧化酶 p450 系中
同工酶 CYP1A1 的一族，为第一阶段解毒酶，主要通
过催化氧化反应增加底物的极性。在正常水体环境
中，鱼体内的 EROD 活性相对较低，但在某些特定
的外来化学物质 ( 特别是各种多环芳香烃类化合物)

的诱导下，鱼体内的 EROD 活性异常升高。因此，
可将鱼体内 EROD 的活性作为水体环境中特定污染

物的监测指标。GST 广泛存在于动物肝脏微粒体中，
是外源性物质在体内生物转化的关键酶类，也是内源

性物质代谢的重要酶。GST属于第二阶段解毒酶，主
要催化内源性谷胧甘肽与底物进行结合反应，从而提

高底物的水溶性，有利于底物从生物体内排出。
侯丽萍等［4］研究发现，广东省四会市受竹子制

浆造纸废水污染的邓村河道中食蚊鱼的种群、个体和
组织都发生了改变，并出现了雄性化的雌性食蚊鱼，

表明该区域河流可能受到竹子制浆造纸废水中有毒有

机物的污染，对当地生态环境和人们的健康造成严重

的潜在影响。因此，本实验测定了邓村河道中野生食
蚊鱼活体 EROD 和 GST 的活性，以研究竹子制浆造
纸废水对鱼类生物转化酶系的损害，并深入评估该区

域造纸废水的生物毒性。

1 实 验

1. 1 造纸作坊与采样点
调查区域为受竹子制浆造纸废水污染的广东省四

会市邓村河 ( 见图 1 ) 。调查区域段的邓村河沿岸有
7 家造纸作坊 ( 造纸作坊 M1 与 M2、M3 与 M4、M4
与 M5 均相距约 400 m，M2 与M3、M5 与M6、M6 与
M7 分别相距约 800、500、300 m) ，均以竹子为原
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料，采用“小苏打浸泡法”制浆，每个作坊的纸产
品产量约为 5 t /a。造纸废水主要为碎竹和洗浆过程
中产生的废水，废水只经过滤处理后直接排入邓村

河，无其他处理措施，排放量约为 40 m3 /d。

图 1 采样点与对照点示意图

1. 2 食蚊鱼的采集及预处理
食蚊鱼采集时间为 2009 年 8 月和 2010 年 3 月。

在各采样点，用大型渔网捕获足够数量的食蚊鱼，放

入已编号的大型塑料桶中，每个塑料桶盛装 10 L 采
样点的原水，用氧气泵充氧，并在 24 h 内运回实验
室，48 h 内进行雌雄分类、解剖及性体指标测定。
EROD活性受鱼体内激素的影响较大，不同生长发育
阶段的雌性食蚊鱼的 EROD 活性具有显著差异。因
此，在测定 EROD 活性时，把食蚊鱼分为成熟雌性
食蚊鱼、未成熟雌性食蚊鱼及成熟雄性食蚊鱼，而测
定 GST活性时只分为雌性食蚊鱼和雄性食蚊鱼。根
据 Noggle［5］的方法，定义具有生殖突起的为雌性食蚊
鱼，无生殖突起的为雄性食蚊鱼; 交接器具有钩状结

构的雄性食蚊鱼为成熟的雄性食蚊鱼，不带钩状结构

的为未成熟的雄性食蚊鱼; 体长 ＞ 20 mm的雌性食蚊
鱼为成熟的雌性食蚊鱼，体长 ＜ 20 mm的雌性食蚊鱼
为未成熟的雌性食蚊鱼; 具有明显胎斑的为怀孕的食

蚊鱼。分类后，挑选大小基本一致的食蚊鱼进行解
剖，保证每个采样点制备酶源的食蚊鱼的数量不少于

30 条。采集食蚊鱼的同时，测定各采样点的水质参
数，如 pH值、温度、硬度、溶氧量、TSS及 BOD7。
1. 3 酶源的制备
将食蚊鱼于冰浴条件下解剖后，迅速取出鱼肝组

织，将用滤纸吸去血渍的鱼肝置于组织匀浆器中。按

以下步骤配置缓冲液 PBS1: 加入 11. 184 g KCl 和
5. 206 g HEPES ( 4-羟乙基哌嗪乙磺酸、N- ( 2-羟乙
基) 哌嗪-N'-2-乙烷磺酸) 于 1 L 水中，调节 pH 值
至 7. 5。加入 1 mL 该缓冲液于组织匀浆器中匀浆
1 min。然后取适量匀浆液于高速冷冻离心机中
( Beckman，4℃，10000 r /min) 离心 20 min。取上清
液并分为 3 份，每份 200 μL，在 4℃下保存。其中，
2 份分别用于 EROD和 GST活性测定，1 份用于酶源
中蛋白质含量的测定。
1. 4 EROD活性的测定
采用改进的快速终止荧光光度法测定食蚊鱼的

EROD活性，即根据鲫鱼肝脏 EROD活性的测定方法
略作修改［6］。反应体系包含 190 μL 磷酸缓冲液 ( 浓
度 0. 1 mol /L，pH值 7. 8) ，30 μL 7-乙氧基-3-异吩噁
唑酮 ( ERF，浓度 1. 73 μmol /L ) ，50 μL 酶源上清
液。向测试管中加入 30 μL 四钠盐 ( NADPH，浓度
0. 4 mol /L ) ，并在 20℃ 水浴中反应 10 min，加入
2 mL预冷的甲醇终止反应。空白管用重蒸水代替酶
源上清液。用荧光分光光度计测定产物 7-羟基-3-异
吩噁唑酮 ( RF) 的荧光强度，激发波长为 550 nm，
发射波长为 585 nm。参照标准曲线得到 RF 的含量，
并计算 EROD活性。
1. 5 GST活性的测定
参照 Habig等［7］的方法测定食蚊鱼的 GST 活性。

用购自南京建成生物工程研究所的试剂盒进行测定，

酶促反应为 1200 μL 的反应体系。向 1. 5 mL 的离心
管中加入 150 μL 的基质液，50 μL 酶源上清液，对
照管不加酶液，在 37℃下水浴 10 min，再加入 500
μL试剂 ( 取试剂盒中的粉末加入 170 mL 100℃的蒸
馏水，充分溶解，取出试剂盒中 50 mL 的溶液，充
分混合这两种液体，即成过饱和溶液，该饱和溶液

的上清液即为实验用的试剂) ，500 μL 无水乙醇，
对照管另加入 50 μL 酶源上清液，大力振荡摇匀
后，在 4000 r /min 下常温离心 10 min，取上清液进
行显色反应。显色反应在 1. 5 mL 的 EPA 管中进行，
反应总体系为 1125 μL。显色反应液混匀后在室温下
放置15 min，取 300 μL显色后的反应液于 96 孔板中
进行 412 nm吸光值的测试。
1. 6 酶源中蛋白质含量的测定
采用酶标仪按 Bradford的方法［8］测定酶源中蛋白

质的含量，蛋白标准液为牛血清蛋白 ( BSA) 。取适
量离心后的酶源上清液或其稀释液，加入显色剂考马

斯亮蓝 ( Coomassie brilliant blue G250) ，当显色剂与
蛋白质结合后，会由红色变为蓝色。测定前先按
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V( 考马斯亮蓝) ∶V( 水) = 1∶4 稀释考马斯亮蓝，在 96
孔板中加入 300 μL 稀释后的考马斯亮蓝，然后加入
10 μL酶源上清液，并设 3 个孔加入蛋白标准液，另
外 3 个孔为空白样。待反应结束后，通过测定 595
nm下的吸光度来确定酶源中蛋白质的含量。
1. 7 统计分析
实验所得数据均用 SPSS ( ver. 11. 5 ) 进行分析;

用单因素方差分析 ( ANOVA) 检验不同采样点食蚊
鱼的 EROD和 GST活性，并用 Dunnett's test对结果进
行验后多重比较。如果 P ＜ 0. 05，认为有显著性统计
意义。

2 结果与讨论

2. 1 各采样点的水质参数
各采样点的水质参数如表 1 所示。由表 1 可知，

采样点 A、B、C 处的水温、pH 值与对照点差异不
大。与对照点的水质相比，采样点水质的电导率稍
高，溶氧量低，BOD7 和 TSS 含量高。这表明，邓村
竹子制浆造纸废水的排放对该区域水体环境造成了

污染。
表 1 采样点的水质参数

采样点
水温

/℃
电导率

/μS·cm －1 pH值
溶氧量

/mg·L －1

BOD7

/ t·a － 1

TSS
/mg·kg －1

对照点 24. 5 114. 6 7. 9 1. 0 382 201

A 24. 3 163. 8 7. 6 0. 5 1124 1582

B 24. 1 150. 9 7. 8 0. 4 1032 1497

C 24. 2 156. 5 7. 5 0. 8 1047 1422

2. 2 造纸废水对食蚊鱼 EROD活性的影响
图 2 所示的是 2009 年夏季 ( 8 月) 各个采样点

和对照点的食蚊鱼 EROD 活性。由图 2 可知，与对
照点食蚊鱼的 EROD活性相比，各采样点食蚊鱼的
EROD活性显著高 ( P ＜ 0. 01 ) 。对照点未成熟雌性
食蚊鱼、成熟雌性食蚊鱼、成熟雄性食蚊鱼的
EROD 活性分别为 2. 62 × 10 － 12、1. 97 × 10 － 12、
2. 08 × 10 － 12 mol / ( min·mg) 。其中，采样点 A 处的
未成熟雌性食蚊鱼、成熟雌性食蚊鱼、成熟雄性食蚊
鱼的 EROD活性分别为对照点的 4. 1、4. 0 和 3. 5 倍;
采样点 B 处的未成熟雌性食蚊鱼、成熟雌性食蚊鱼、
成熟雄性食蚊鱼的 EROD 活性分别为对照点的 3. 2、
3. 4、3. 5 倍; 采样点 C 处的未成熟雌性食蚊鱼、成
熟雌性食蚊鱼、成熟雄性食蚊鱼的 EROD 活性分别
为对照点的 3. 2、3. 4、3. 1 倍。各采样点的未成熟雌
性食蚊鱼的 EROD 活性比成熟雌性食蚊鱼和成熟雄

图 2 2009 年 8 月份邓村造纸废水对
食蚊鱼 EROD活性的影响

性食蚊鱼的高。
图 3 所示的是 2010 年春季 ( 3 月) 各采样点和

对照点食蚊鱼 EROD活性。由图 3 可知，对照点未成
熟雌性食蚊鱼、成熟雌性食蚊鱼、成熟雄性食蚊鱼的
EROD 活性分别为 1. 91 × 10 －12、1. 34 × 10 －12、
1. 08 × 10 －12 mol / ( min·mg) 。与对照点相比，各采样
点食蚊鱼的 EROD 活性显著高 ( P ＜ 0. 01 ) 。其中，
采样点 A处的未成熟雌性食蚊鱼、成熟雌性食蚊鱼、
成熟雄性食蚊鱼的 EROD 活性分别为对照点的 4. 6、
4. 4、2. 2 倍; B点未成熟雌性食蚊鱼、成熟雌性食
蚊鱼、成熟雄性食蚊鱼的 EROD 活性分别为对照点
的 3. 8、4. 0、2. 3 倍; C点未成熟雌性食蚊鱼、成熟
雌性食蚊鱼、成熟雄性食蚊鱼的 EROD 活性分别为
对照点的 3. 2、3. 8、2. 3 倍。各采样点的未成熟雌性
食蚊鱼的 EROD 活性比成熟雌性食蚊鱼和成熟雄性
食蚊鱼高。

图 3 2010 年 3 月份邓村造纸废水对
食蚊鱼 EROD活性的影响

Andersson等［9］研究表明，与未受造纸废水污染
的河流中的鱼类相比，生活在受含漂白工段造纸废水

污染的河流中鱼类的 EROD 活性显著升高，其活性
与离造纸厂的距离成反比。目前，由于生产工艺的改
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良，漂白工段废水中的许多对环境有害的化合物已被

去除，如多氯联苯 ( PCB) 和多环芳烃 ( PAH) 等。
但 Martel 等［10］研究证实，不含漂白工段的造纸废水
仍会诱导鱼类的 EROD 活性升高。他们认为，造纸
废水中诱导鱼类 EROD 活性升高的化合物不是高分
子质量的疏水性化合物，而是来源于造纸原材料中的

二级 PAH形式的疏水化合物———树脂、缁醇类等物
质。本研究结果显示，无论是夏季还是春季，生活于
受邓村竹子制浆造纸废水污染的河道中的食蚊鱼

EROD活性均比对照点的高，说明该造纸废水中的某
些化合物能与细胞内芳烃受体 ( Ah2R) 结合，诱导
了 EROD活性升高。邓村造纸作坊采用的原料是竹
子，因此，很有可能在生产过程中释放出来的缁醇类

物质在影响鱼类生长发育的同时，诱发 EROD 活性
升高，引发毒性效应。因此，除了对常规的 PCB 和
PAH化合物进行监测外，由二级 PAH 形式的疏水化
合物引起的环境污染问题也需引起一定的重视。

Elskus等［11］研究表明，雌鱼在繁殖期间生物转
化系统受到抑制，EROD活性也受到抑制。因此，处
于繁殖期间的雌鱼的 EROD活性比其他鱼的低。Ban-
key等［12］研究表明，造纸废水均能引起未成熟和成熟
黑鲈的 EROD 活性升高，未成熟黑鲈的 EROD 活性
均比成熟并处于繁殖期间黑鲈的 EROD 活性高。本
实验研究结果显示，各采样点未成熟雌性食蚊鱼

EROD活性比其他发育阶段食蚊鱼的 EROD 活性高，
这与 Bankey等的研究结果一致。

EROD在内分泌系统中扮演何种角色及其对繁殖
造成何种潜在的影响，机理如何，这些都需要进一步

研究。EROD的活性与水体环境的温度、鱼的种类、
性别、生长发育阶以及肝脏的健康情况密切相关，用
其作为生物标志物的时候一定要注意以上条件的差

异性。
2. 3 造纸废水对食蚊鱼 GST活性的影响
图 4 显示的是 2009 年夏季 ( 8 月) 邓村竹子制

浆造纸废水对食蚊鱼 GST 活性的影响。由图 4 可知，
与对照组雌性食蚊鱼的 GST活性相比，采样点 A、B
处雌性食蚊鱼的 GST 活性显著降低 ( P ＜ 0. 05 ) 。除
了采样点 A外，采样点 B、C处的雄性食蚊鱼的 GST
活性均比对照点的低，但无显著差异 ( P ＞ 0. 05) 。
图 5 显示的是 2010 年春季 ( 3 月) 邓村竹子制

浆造纸废水对食蚊鱼 GST 活性的影响。由图 5 可知，
与对照点食蚊鱼 GST 活性相比，采样点 A、B、C 处
食蚊鱼的 GST活性总体低，采样点 B 处的雌性食蚊
鱼及 C处的雌、雄食蚊鱼的 GST 活性较对照点的有

显著差异 ( P ＜ 0. 05) 。
GST是生物机体内重要的代谢酶系之一。该酶存

在于生物机体的各种组织中，具有消除体内自由基和

解毒的双重功能，其活性的大小可反映生物机体抗氧

化能力的高低，并对生物机体肝脏的早期损伤诊断具

有一定的价值［13］。尹大强［14］研究证实，含漂白工段
的造纸废水会显著诱导鲫鱼肝脏微粒体 GST 的活性。
Holth T F等［15］用造纸废水暴露斑马鱼，研究结果表
明，短时间暴露对斑马鱼 GST 活性起诱导作用，长
时间暴露则起抑制作用。王重刚［16］的研究也发现，
用 2，4-二氯苯酚、苯并芘 ( BaP) 、重金属等污染物
暴露鱼类后，在短时间和低浓度剂量暴露时，其肝脏

和脾脏的谷胱甘肽过氧化物酶 ( GPx) 和 GST活性显
著升高; 在长时间和高浓度剂量暴露后，由于鱼体内

谷胱甘肽 ( GSH) 含量降低和过氧化氢酶 ( CAT )
活性增大，则污染物对 GPx 和 GST 活性的诱导作用
消失，甚至抑制它们的活性。本研究结果显示，各采
样点食蚊鱼的 GST 活性总体比对照点的低，但只有
个别采样点出现显著差异。GST 活性低的原因可能
是，受竹子制浆造纸废水的污染程度比较严重，食蚊

鱼体内 GSH消耗过大，造成 GST 活性下降。以上结
果表明，GST用作生物标志物指示竹子制浆造纸废水
生物毒性时没有 EROD敏感。
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3 结 论

测定了生活于受竹子制浆造纸废水 ( 采用 “小
苏打浸泡法”制浆) 污染的河道中食蚊鱼活体肝脏
7-乙氧基-3-异吩呛哇酮-脱乙基酶 ( 7-ethoxyresorufino-
deethylase，EROD) 和谷胱甘肽硫转移酶 ( Glutathi-
one-S-transferase，GST) 的活性。结果表明，食蚊鱼
可作为检测竹子制浆造纸废水污染的敏感生物标志

物，其 EROD活性可有效真实地评价竹子制浆造纸
废水的安全性，GST在用作竹子制浆造纸废水生物毒
性的标志物时，响应没有 EROD敏感。EROD的活性
与水温、鱼的性别、成熟阶段及肝脏的健康情况密切
相关，用其作为生物标志物的时候一定要注意以上条

件的差异性。
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Assessing Biological Toxicity of Bamboo Pulp and Paper Effluent by Determining EROD and
GST Activity in Mosquitofish

HOU Li-ping1 YING Guang-guo2 SHU Hu3，* ZHAO Jian-liang2
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Abstract: The biological toxicity of bamboo pulp and paper effluent was assessed by determining EROD and GST activity in mosquitofish
( Gambusia affinis) exposed to the effluent． The result showed that both female and male mosquitofish exposed to the effluent had significantly
higher levels of EROD activity than that of mosquitofish living in the site which had no known point sources of pollution ． Mosquitofish was a
suitable aquatic animal to evaluate bamboo pulp and paper effluent pollution effects． EROD activity was a more sensitive indicator than the
GST activity to monitoring of bamboo pulp and paper effluent contamination．
Key words: bamboo pulp and paper effluent; mosquitofish; biological toxicity tests
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