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藻毒素复合污染对鱼体的免疫毒性研究
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摘要：针对水体富营养化问题，通过单一暴露和联合暴露方式研究两种 MCs 四种暴露剂

量（0.1,1,10,100μg/L）下对鱼体的免疫毒效应。 结果发现，不同剂量 MCLR 和 MCRR 单

一暴露都能使鲫鱼淋巴细胞发生死亡，呈现明显的剂量效应和时间效应关系，且 MCLR
对鱼体的毒性相对 MCRR 要更显著；MCLR 和 MCRR 复合暴露对鱼体淋巴细胞的毒

性效应表现为协同作用，且随着毒素浓度的增加，其毒性效应差异显著性也随之升高，故

而鱼体的免疫系统造成重大的影响，因此应当加强控制藻毒素在水体中的复合污染。
关键词：微囊藻毒素；鱼类；复合毒性；
中图分类号：X171.5 文献标识码：A 文章编号：1006-8759（2011）06-0017-04

STUDY ON THE IMMUNE TOXICITY OF COMBINED
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Abstract：According to the problem of water eutrophication, through comparisoning the poison
effect on fish by the different MCs, including 0.1μg/L、1μg/L、10μg/L and 100μg/L, discov-
ered that after exposed 1μg/L MCLR, the mortality rate of Lymphocytes was closed to the
MCRR test group; compared with the MCLR exposure group, the toxicity of the MCRR induc-
tion group was relatively weak; MCLR and MCRR have synergistic effect on fish iymphocytes.
Results show that MCLR and MCRR with 0.1μg/L microcystins single exposured can cause
the lymphocytes death, and with the increasing toxin, it will have a dose-effect relationship
clearly, therefore ,it may affect the fish's immune system; it will produce synergy on toxic fish
if the microcystins MCLR and MCRR composite exposed. We should strengthenthe the control
of the composite cyanobacterial toxins in the water pollution.
Keywords：microcystins ; fish; Joint toxicity;

湖泊富营养化导致的蓝藻水华已成为国内外

普遍关注的环境问题， 其生态风险主要来自于藻

华释放的代谢产物藻毒素。 微囊藻毒素（Micro-
cystins, MCs）由水体中铜绿微囊藻、鱼腥藻、颤藻

等蓝藻产生的由肽合成酶复合体合成的生物活性

小肽，它是细胞内毒素，在细胞内合成，细胞破裂

后释放出来并表现出毒性。其一般结构式为环（环

D-丙氨酸-L-X-赤-β-甲基-D-异天冬氨酸-L-
Z-Adder-D-异谷氨酸-N-甲基脱氢丙氨酸），X、Z
为 2 个可变的氨基酸残基。 这 2 个可变的 L-氨基

酸的更替及其他氨基酸的去甲基化， 衍生出众多

的毒素类型， 目前已知有七十余种不同分子构型

的 MCs，其中最普遍、毒性较大的是 MC-LR[1]。 自
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1878 年 Nature 上首次报道动物由于饮用含蓝藻

的源水致死以来[2]，MCs 引发的生态健康风险问题

倍受国内外关注[3-4]。
微囊藻毒素具有水溶性，易溶于水，甲醇或丙

图 1 微囊藻毒素的结构图

酮，不挥发，抗 pH 变化，化学性质相当稳定，从它

的分子结构图可看出， 由于其环状结构和间隔双

键，它具有相当的稳定性，在水中藻毒素自然降解

过程也是十分缓慢的， 在去离子水中更可以保持

稳定状态长达 27 d。此外藻毒素有很高的耐热性，
加热煮沸都不能将毒素破坏，也不能将其去除；自

来水处理工艺的混凝沉淀、过滤、加氯也不能将其

去除， 因此常规的饮水消毒处理不能完全消除水

体中的藻毒素[5]。
早期的毒理研究表明， 微囊藻毒素对动物和

人体的毒效应主要表现为肝毒性， 肝脏是微囊藻

毒素最主要的靶器官， 不同剂量的 MCLR 能够引

起肝脏急性和亚急性损伤[6-7]。 其致毒机理类似冈

田酸，他们都是肝癌的强烈促癌剂，家畜及其他动

物饮用了含有藻毒素的水后，会出现腹泻、乏力、
厌食、呕吐等症状，严重者甚至死亡。 病理病变有

肝脏肿大、充血或坏死，肠炎出血、肺水肿等。近年

来研究则发现，微囊藻毒素还具有免疫毒效应。研

究表明， 微囊藻水华样品提取物能够诱导人淋巴

细胞凋亡 [8]；Lankoff 等（2004）[9]报道 MCLR 能够引

起鸡和人体外周血淋巴细胞 T 细胞和 B 细胞发

生凋亡和坏死，并能够导致白细胞介素 IL-6 含量

增加和 IL-2 含量减少；Yea 等（2001）[10]发现 MCs
能够诱导淋巴细胞功能下降， 造 成 白 细 胞 介 素

IL-2 RNA 的稳定性降低，导致部分免疫反应的抑

制被调停。 对免疫毒性的研究是微囊藻毒素毒理

研究的热点。
由于微囊藻毒素产生于水生生态系统， 而对

于存在于水生生态系统中的鱼类， 最容易遭受微

囊藻毒素危害的生物之一。 而且往往是受到多种

毒素的共同作用。 目前已有报道关于微囊藻毒素

单一诱导细胞毒效应[11]，而对于微囊藻毒素复合

污染相关报道不多见。因此，对多种微囊藻毒素对

鱼体免疫系统造成的复合毒效应研究备受关注。
本实验 通 过 比 较 两 种 微 囊 藻 毒 素 MCLR 和

MCRR 及其毒素复合对鲫鱼的免疫毒效应， 探讨

两种微囊藻复合毒素对鱼体免疫系统的损伤，并

试图对其毒性机理进行简单讨论，为 MCs 对鱼体

免疫系统的复合毒性的致毒机理提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂

MCLR(分 子 式：C49H74N10O12，Mr：995.2)和
MCRR(分 子 式 ：C49H75N13O12，Mr：1038.2)购 自

美国 Sigma 公司；FBS、RPMI1640 培养基、 淋巴细

胞分离液购自上海生工公司。
1.1.2 试验鱼种

试验用鲫鱼购自浙江省水产研究所， 平均体

长 25 cm，平均体质量 250 g 行动活泼，鱼鳍完整
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图 4 微囊藻毒素 MCLR 和 MCRR 复合暴露的细胞毒性

舒展，健康，实验室驯养 1 周后进行试验。
1.2 实验方法

1.2.1 淋巴细胞的提取

无菌室超净工作台上取鲫鱼脾脏和头肾，置

于 25 ml 小烧杯中，用磷酸缓冲液(PBS)漂洗，至漂

洗液近于澄清；用眼科剪将取出物剪成匀浆状，用

适量 PBS 重悬，并用 200 目不锈钢网筛过滤到 50
ml 小烧杯，制备成 32 ml 待分离的细胞悬液；再取

8 根 10 ml 无菌试管， 先分别加入 4 ml 淋巴细胞

分离液，后沿管壁缓慢加入 4 ml 细胞悬液，注意

保 持 上 下 分 层 的 清 晰 界 面；4 000 r/min 离 心 20
min 然 后 小 心 吸 取 液 面 交 界 处 的 云 雾 层 于 另 一

10ml 无菌试管中， 再次 2 000 r/min 离心 10 min
去除上清液，加入适量含 10 %胎牛血清 (FBS)的
RPMI1640 培养基重悬细胞，取少量于倒置显微镜

下进行计数；最后将细胞接种于 96 孔板，保证细

胞密度在 106 cell/ml。 放置于 27 ℃生化培养箱中

培养。
1.2.2 单一暴露的剂量-效应实验

MCLR、MCRR 的诱导浓度分别为 0.1、1、10、
100 μg/L。 2 种污染物均用超纯水溶解，诱导时间

6 h，每组均设 6 个重复孔，进行单一的污染物暴

露的剂量-效应研究。
1.2.3 复合暴露的剂量-效应实验

试 验 设 计 浓 度 为：MCLR 1μg/L、MCRR 1μg/
L，MCLR 0.5μg/L + MCRR 0.5μg/L；MCLR 10μg/
L、MCRR 10μg/L，MCLR 5μg/L + MCRR 5μg/L。
MCs 用超纯水溶解，诱导时间为 6 h，每组均设 6
个重复孔， 进行复合污染物暴露的剂量-效应研

究。
1.3 数据处理

试验以平行数据取平均值，数据以平均值+/-
标准差表示，采用单侧 ANOVA(方差分析法)进行

差异性检验。

2 实验结果

2.1 微囊藻毒素 MCLR 单独暴露的细胞毒性

由图 2 可知鲫鱼淋巴细胞在 0.1~100μg/L 的

MCLR 暴露 6 h 后，淋巴细胞出现明显死亡。 0.1、
1、10、100 μg/L 的 MCLR 单一诱导鲫鱼淋巴细胞

6 h 后，呈现明显的剂量-效应。 可以观察，1、10、
100 μg/L 试验诱导组与 0.1 μg/L 诱导组差异极显

著。 0.1 μg/L 组的死亡率不超过 5 %，统计学分析

无意义。 100 μg/L 的 MCLR 处理下，淋巴细胞的

死亡率超过 20%，几乎为 0.1μg/L 组的 4 倍。

2.2 微囊藻毒素 MCRR 单独暴露的细胞毒性

由图 3 可知鲫鱼淋巴细胞在 0.1~100μg/L 的

MCRR 暴露 6 h 后，淋巴细胞出现明显死亡。 0.1、
1、10、100μg/L 的 MCRR 单一诱导鲫鱼 淋 巴 细 胞

6 h 后，呈现明显的剂量-效应。 可以观察，1、10、
100 μg/L 试验诱导组与 0.1 μg/L 诱导组差异极显

著。 0.1 μg/L 组的死亡率几乎为 0，统计学分析无

意义。 100 μg/L 的 MCRR 处理下，淋巴细胞的死

亡率接近 15 %。

图 2 微囊藻毒素 MCLR 单独暴露的细胞毒性

图 3 微囊藻毒素 MCRR 单独暴露的细胞毒性
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（下转第 23 页）

比较图 2 和图 3，可以得出结论：与 MCLR 暴

露组相比，MCRR 诱导组的毒性相对较弱。 1 μg/
LMCLR 暴露后， 淋巴细胞的死亡率与 100 μg/L
MCRR 试验组的相近。
2.3 微 囊 藻 毒 素 MCLR 和 MCRR 复 合 暴 露 的

细胞毒性

从图 4 中我们可以得出：较低剂量 1 μg/L 复

合暴露与单一暴露实验表明， 将 MCLR 与 MCRR
复合暴露后，与单独暴露相比较，细胞死亡率明显

上 升 (p<0.05)，表 明 MCLR 和 MCRR 对 鱼 体 淋 巴

细胞具有协同作用； 较高剂量的 10 μg/L 处理组

实验同样也表明 MCLR 和 MCRR 复合暴露导致

明显的协同作用，但其差异极显著（p<0.01）。

3 讨论

近 50 年来，人们对单一污染物的理化性质及

其环境行为进行了相当详细的研究， 并取得了许

多相应的成果[12]。 事实上，在自然界中绝对意义的

单一污染是不存在的， 污染多有伴生性和综合性

的特点， 所以单个污染物的研究虽具有一定的参

考意义，但作为制定环境标准和环境容量的依据，
就显得证据不足， 因此混合化合物对机体的联合

作用越来越受到人们的重视。
鱼类是水生生态系统当中重要的组成部分，

本文研究了蓝藻释放的微囊藻毒素对鲫鱼免疫细

胞的毒性效应，结果发现 MCLR 和 MCRR 复合比

单一暴露毒性更大，且差异显著，而且随着复合毒

素剂量的增加，复合毒素的毒性差异极显著，说明

本文研究的两种微囊藻毒素对鲫鱼淋巴细胞的损

伤表现为协同作用。 国内近几年相继出现了许多

针 对 水 生 生 态 系 统 的 联 合 毒 性 研 究， 张 晖 等 [13]

（2008）研究多种环境雌激素对淡水鱼联合毒性作

用，表现为相加作用；赵玉琴等[14]（2008）研究拟除

虫菊酯和有机磷农药对鱼类的联合作用， 发现除

了暴露时间为 24、48 h 时氰戊菊酯与辛硫磷混配

对鲢鱼的毒性实验表现为协同作用外， 其余皆为

拮抗作用；王桂燕等 [15]（2007）研究对二氯苯和镉

对草鱼的联合毒性发现随着暴露时间的增加，对

二氯苯和镉的联合毒性作用从拮抗作用转变为毒

性剧增的协同作用；孟顺龙等 [16]（2007）等研究除

草剂阿特拉津与丁草胺对麦穗鱼的结果同样表明

改联合毒性表现为协同作用。

4 结论

4.1 0.1 -100μg/L 的 微 囊 藻 毒 素 MCLR 和

MCRR 单独暴露均能引起鲫鱼淋巴细胞的死亡，
并且随着毒素浓度的增加而有明显的剂量-效应

关系；其中，1-100μg/L 三个处理组相比于对照组

差异显著（p<0.05），0.01μg/L 处理组差异不显著，
而比较两种毒素发现 MCLR 的 毒 性 效 应 要 高 于

MCRR。
4.2 微囊藻毒素 MCLR 和 MCRR 复合暴露会

对鱼体毒性产生协同效应， 低剂量的复合毒性相

比于单独暴露组毒性差异显著（p<0.05），而随着

复合暴露剂量的增加，毒性效应也随之增强，与单

独暴露组相比，其差异极显著（p<0.01）。 因此，鲫

鱼淋巴细胞的凋亡能够作为一种有效的指标来评

价 MCs 复合污染引起的鱼体免疫毒性。
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Fig.2.1 Effect of volume ratio on DB solubility in SC-EtOH

图 2.2 显示随着温度的升高，DB 的超临界乙

醇中的溶解度在 255 ℃时出现极大值， 之后再次

下降。 其中 250 ℃时，DB 在容积比为 0.65 与 0.70
之间有略微的溶解性。 在 260 ℃时，溶解度在降低

后维持稳定。 在 265 ℃条件下，溶质溶解度随压力

增大而保持几乎不变。
实验也验证了温度对于超临界乙醇的扩散系

数影响明显， 随着温度的升高， 扩散系数不断增

加。温度的升高导致溶剂分子间的距离增大，但本

实验恒容状态下扩散空间并没有增大， 导致溶剂

的密度及粘度增大，使得扩散系数下降，溶解效果

出现下降。由实验结果可见，温度对于超临界萃取

的选择性的影响较大。

由上可知， 超临界乙醇对于氧芴有良好的溶

解性，并且萃取选择性明显。 实验结果显示，当温

度在 255 ℃， 容积比在 0.6， 及压力达到 7.0 MPa
时 DB 在 超 临 界 乙 醇 的 溶 解 度 达 到 最 大 ， 为

0.01652 g/mL， 溶 解 度 超 过 初 始 萃 取 浓 度 106.5
%，萃取溶解性效果明显。

3 结论

(1)以乙醇为超临界溶剂，在萃取温度为 255
℃、容积比为 0.6，此时压力为 7.0 MPa，氧芴在超

临界乙醇中的溶解度最大。
(2)通过恒容升温法研究固体物质在超临界流

体中的溶解度的方法可行，且简单易操作。
(3)超临界溶剂乙醇是环境友好型溶剂，便宜

易得，且易于回收利用。所以将其应用于超临界萃

取极性物质有着较大的应用前景。
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