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W (VI) 对斑马鱼的亚急性毒性机理 

学    生：方文易 

指导老师：杜辉辉 

(湖南农业大学环境与生态学院，长沙 410128) 

 

摘 要：本课题以斑马鱼为受试生物，根据 OECD 203 和 204 进行毒性试验，研究钨对斑马鱼

存活率及其肌肉组织酶活性的影响。结果表明，钨酸钠 14 天的 LC50 为（1.79-5.85 g W L-1或 

9.73-31.63 ×10-3 mol Na2WO4 L-1），可将其归类为对鱼类低毒的物质。高浓度组（500 mg L-1

和 1000 mg L-1）和低浓度组（10 mg L-1和 50 mg L-1）的 SOD活性都被显著抑制，CAT和 GSH

活性除 10 mg L-1外也都被显著抑制。相反，所有浓度组的 ROS 水平显著增加且与浓度成正比

关系，表明发生了氧化应激。同时，MDA含量与 GSH活性呈负相关性，且在 500 mg L-1暴露

时升高水平尤为明显（为对照组水平的 177.34%），出现了质过氧化现象，抗氧化能力减弱。

我们的研究表明长期暴露于钨酸钠浓度＞10 mg L-1 会对斑马鱼产生氧化应激和损伤。这些结

果对评价的钨毒理作用和探索钨对水生生物的毒性机制具有重要意义。 

关键词：斑马鱼；钨；重金属；酶活性；毒理学 

 

Subacute Toxicity of W (VI) to Zebrafish 

Student: Fang Wenyi 

Tutor: Du Huihui 

(College of Resources and Environment, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China) 

 

Abstract: In this study, zebrafish was used as the test organism, and the toxicity test was carried 

out according to OECD 203 and 204 to study the effect of tungsten on the survival rate of zebrafish and 

the enzyme activity of muscle tissue. The results showed that the 14-day LC50 of Na2WO4 was 1.79-5.85 g 

W L-1 or 9.73-31.63 ×10-3 mol Na2WO4 L-1, which could be classified as a low toxic substance to fish. 

SOD activity was significantly inhibited in both high (500 mg L-1and 1000 mg L-1) and low (10 mg L-1 

and 50 mg L-1) concentration groups, and CAT and GSH activities were also significantly inhibited in all 



 

2 

 

but 10 mg L-1 groups. In contrast, ROS levels were significantly increased and proportional to 

concentration in all concentration groups, indicating that oxidative stress occurred. At the same time, the 

content of MDA was negatively correlated with the activity of GSH, and the level of MDA increased 

especially when exposed to 500 mg L-1 (177.34% of the control level), and the phenomenon of mass 

peroxidation occurred, and the antioxidant capacity was weakened. Our study shows that Long-term 

exposure to more than 10 mg L-1 Na2WO4 could induce oxidative stress and damage in zebrafish. These 

results are important for evaluating the toxicological effects of tungsten and exploring the toxic 

mechanisms of tungsten to aquatic organisms. 

Key words: Zebrafish; tungsten; heavy metals; enzyme activity; toxicology 

 

1  前言 

1.1 研究背景 

钨金属已成为全球广泛应用于工业和生活的重金属，随着新合成化合物的制造工

艺和开发不断增加以跟上不断扩大的全球需求，环境健康和接触有毒物质的影响正在

成为关键的公共卫生问题。在先前的研究中金属钨被认为是无毒无害对人体和生态系

统危害性低的物质。它是一种天然存在的过渡金属，是一种灰白色有光泽的金属，常

温下为固体。具有多种有利特性，包括高熔化温度、强度和柔韧性。运用十分广泛，

常见于各种制成品中，包括灯泡灯丝、弹药和爆炸装置。此外，钨还被广泛运用于医

疗器械，例如：整形外科的假体、牙科植入、血液馆内栓塞线圈和机械心脏瓣膜。钨

甚至被研究作为治疗糖尿病的一种可能的药理学药物，因为它已被证明可以降低胰岛

素缺乏患者的血糖[1,2]。 

当含钨材料暴露在水和土壤中时，可能会转化为可溶性钨盐并通过口服、吸入和

皮肤途径被人体或生物吸收，从而引发毒理效应[3]。此外，钨还被怀疑与美国三个社

区（内华达州法伦；亚利桑那州谢尔克维斯塔；加利福尼亚州埃尔克格罗夫）的急性

淋巴细胞性白血病集群有关，并且对鱼类也有害。但有关钨的毒理学概况，以及其对

活体生物潜在危害和暴露途径的潜在影响，目前还尚不明确。Koutsospyros 等人[4]得

出的结论是，迄今为止，钨及其化合物仍然是管制和研究最少的金属物质。2008 年，

美国环境保护署 (EPA) 和美国国家毒物计画 (NTP) 将钨归类为新兴毒物，但我们对钨

暴露相关的潜在健康风险的了解仍然有限，需要进行更多调查。 

我国是钨精矿生产大国, 但对于钨污染的重视却远远不够，因此研究钨对生态的
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影响是十分重要的。同时关于可溶性钨水生生态的毒理研究仍然较为匮乏[5,6]。因此，

研究可溶性钨盐对水生生物的影响机制对评估钨对水生态系统的风险和制定相关环保

政策具有重要意义。 

1.2 钨的毒理学研究现状 

国内外现有研究表明钨酸盐、氧化钨等对小鼠和植物都存在不同程度的毒性效应。

金属钨的存在导致土壤群落中大部分细菌成分的死亡和真菌生物量的增加[7]。对于人

类健康，通常与长期呼吸或皮肤病相关，研究表明钨可以通过摄取、吸入或注射的方

式进入生物体的血液，但能够通过尿液被迅速排出体外。在慢性摄取的情况下，人体

软组织中的钨的水平需要长达 3 年才能达到稳定水平，骨骼中的钨含量将会被持续富

集[8]。 

Miller K.等人[1] 研究了急性吸入金属钨微粒后小鼠肺部和骨骼微环境的变化。小

鼠在 7 天中每天 4 小时分别暴露于低钨浓度（0.6 mg/m3）和高浓度钨（1.7 mg/m3）中，

结果表明钨浓度在小鼠肺组织的浓度为没有明显变化，表明钨颗粒并未从肺部被清除，

但钨颗粒不会引起肺部持续性的氧化应激，此外巨噬细胞、嗜中性粒细胞的数量和促

炎细胞因子分泌的增加，表明钨微粒对肺生态位微环境的改变可能导致肿瘤和肺部纤

维化。此外，一些研究表明人为活动导致的地表水和地下水资源中的钨富集是显而易

见的，在高度工业和农业的盆地河流中，钨的富集是其他地区的 1~3 个数量级。钨似

乎不仅以氧阴离子可溶性形式（主要是 WO4
2-）存在，而且还作为与小无机胶体相关

的物质存在。法国维希等地瓶装矿泉水的地下水水源检测到平均钨含量为 62.73 μg/L。

美国内华达州的一组急性淋巴细胞白血病的调查显示，饮用水的钨含量高达(0.25-742 

μg/L)。但目前尚不清楚可溶性钨对生态系统或营养链的影响程度[9]。Strigul N [10,11]和

Clements L N [6] 等人分别进行了可溶性钨的急性毒性试验和慢性毒性试验。结果表明

钨酸钠对于斑马鱼是低毒的，但并未详细研究钨暴露对斑马鱼的毒性机制。 

Gustavo S. [2]等研究了小鼠口服钨酸钠后钨在体内的分布状况。表明钨主要在骨骼

和脾脏中积累，但也在结肠、肾脏、肝脏和大脑中观察到保留。Sachdeva S. [12] 等研究

了大鼠在饮用水中慢性暴露（120 天）于钨酸钠观察其氧化应激、组织变化、钨分布。

结果表明在 100 ppm 剂量下肾小管细胞发生退行性变化，在 200 ppm 发生显著退行性

变化，包括肾小球系膜增生、细胞坏死、肾小球空泡形成、肾小球和血管充血等，同

时还伴随淋巴细胞衰竭、巨核细胞出现以及纤维蛋白物质在脾脏中积累。并导致活性

氧 (ROS) 和 TBARS 水平升高（氧化应激），还原型谷胱甘肽 (GSH) 耗尽（抗氧化反应

下降）。揭示了钨酸钠对大鼠的主要中毒机理即通过氧化应激、钨积累和凋亡细胞增
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加从而导致组织结构的变化。 

1.3 斑马鱼在毒理学研究的应用 

斑马鱼(Danio rerio)作为受试生物，已被用于研究各种化合物，从天然存在的金属

和类金属，到消费品的合成成分，农药，以及工业加工和废物焚烧的副产品。它是预

测化学毒物毒性的有效工具，拥有许多优势，例如体积小、繁殖周期短、胚胎透明、

成本低等优点。作为一个毒理学模型，斑马鱼可以暴露发育毒性机制，其和哺乳动物

暴露于毒物后的毒性效应与信号通路基本一致[13]。此外，斑马鱼与人类基因组具有高

度同源性。近二十年来，斑马鱼正在成为遗传学、环境毒理学、药理学的强大模式生

物。。 

使用斑马鱼监测有毒重金属的最常用方法是对胚胎和成年斑马鱼进行毒性实验。

一些重金属可以抑制酶的活性或影响基因表达。通过观察毒素在斑马鱼体内的影响，

我们可以直接评估毒性，以及测定吸收、分布、代谢和消除[14]。同时，还可以采用检

测胚胎或成年斑马鱼中的酶活性和生物标志物的基因表达，从而对水生环境中的有毒

重金属进行间接检测。研究发现，斑马鱼体内的 SOD酶、CAT酶和乙酰胆碱酯酶，在

暴露于 Cd、Zn 或甲基时会对其硫磷造成影响，这三种酶也可以作为联合污染检测的

生物标志物[15]。 

1.4 生物的氧化应激和抗氧化系统 

生物系统的氧化应激是一个复杂的过程，其特征在于自由基 (FR) 的产生和机体通

过内源性和外源性抗氧化剂消除这些活性物质的能力之间的不平衡。ROS 是自由基

（FR）或自由基前体，过多的自由基能够对直接的代谢产生造成影响，这可能是细胞

损伤的起源。还会引起脂质过氧化而产生流动性损失和细胞裂解。此外，还会导致蛋

白质失活和变性，在核酸中，通过修饰碱基产生诱变和致癌作用[16]。 

生物体的抗氧化系统可分为酶系统和非酶系统。酶的抗氧化物质包括 SOD、CAT、

GPx 等，和一些维生素(A、C、E)、Se 和各种多酚类化合物，能够清除一部分 ROS[17]。

通过酶系统和非酶系统产生的一些氧自由基，会攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸。从

而造成脂质的过氧化的现象，形成脂质过氧化物，比如 MDA 和酮类物质。为了防止

这些物质的累积，生物体内会开始清除多余的 ROS。主要是通过 SOD 将氧自由基转

化为过氧化氢分子，同时，SOD 又能够被 CAT 和 GPx 降解为 H2O。此外，CAT 和

SOD 还是参与生物体氧化应激的两种重要酶。其活性和含量的变化能够反映生物体内

氧化/抗氧化系统的平衡，从而间接反映机体内氧化损伤的情况，如酶失活、DNA 断
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裂等[18]。 

1.5  技术路线 

 

图 1 技术线路图 

Fig.1 Technical wiring diagram 

2 材料与方法 

2.1  试验材料 

斑马鱼(Danio rerio)，购自山东一溪月生物科技有限公司。为 AB/TU 品系 2~3 月

龄的蓝斑马鱼，雌雄各半体长 (25±5) mm，质量为 (0.1±0.05)g，用 48h 曝气脱氯自来

水在实验室驯养 7d 用于实验。实验用水的水质符合《渔业水质标准》(GB11607-1989)，

斑马鱼再驯养过程的死亡率＜5％。 

2.2  实验设计 

设计急性毒性试验，在每个浓度放置 6 条鱼，对在 96h 存活的鱼进行 14 天延长毒

性试验。在前四天鱼不吃任何食物，之后每天喂食 2 次，每天将鱼移到相同浓度的预

充气钨溶液中。取同一天同一浓度死亡的鱼在超纯水中洗净，称量，烘干后，进行消
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化。最后通过 ICP-OES 测量样品体内的钨富集含量[11]。 

根据急性毒性实验结果，计算其半致死剂量 LC50，设置亚急性毒性浓度组，暴露

浓度分别为 1000、500、50、10 mg (Na2WO4·2H2O) L-1,持续暴露 21d，试验液用 48h脱

氯自来水进行稀释。每个实验组设 3 个重复,在 7d、14d、21d 从每个浓度中取出 6 条

鱼，并在冰上解剖,组织立即在预冷的 PBS 缓冲液中漂洗，称重,在冰浴条件下，进行

样品采集并根据试剂盒的说明进行超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）活

性和丙二醛（MDA）、活性氧（ROS）和蛋白质含量的测定。 

2.3  样品采集 

每部分的组织标本被分成三部分。第一部分在磷酸盐缓冲盐水 (PBS) 50 mM pH 

(7.4) 中匀浆，用于估计蛋白质含量、CAT 酶活性和 GSH 水平[19]。第二部分在 10 mM 

pH (7.4) 磷酸钾缓冲液中用于估计 MDA 水平和 SOD 活性。将粗制组织匀浆在离心 15

分钟（4°C，10,000g）。第三部分在磷酸盐缓冲盐水 (PBS, 0.1M)中匀浆，将匀浆离心

10 分钟（4°C，1, 000g），并将上清液离心 20 分钟（4°C，20, 000g）。将沉淀重悬于一

定体积的均质缓冲液中，然后取悬浮液以检测 ROS水平。所得上清液用于不同的评估。

使用 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒（Solarbio，中国），对组织匀浆中蛋白质的含量进

行检测。 

2.4  测定方法 

2.4.1 鱼组织中钨含量的测定 

死鱼用超纯水进行清洗，称重，在 80℃ 的烘箱中干燥 12 小时。将干鱼称重、切

碎并与 HNO3 (5 mL)、HCl (1 mL)、H3PO4 (0.5 mL) 和 H2O2 (3 mL) 一起放入 50 mL 消

化瓶中。将小瓶在罩下的加热块中在 180 ℃ 下打开加热 2 小时，在消解过程中额外添

加 3 mL H2O2 以补偿蒸发损失。冷却样品，通过 Whatman 42 滤纸过滤，并用去离子水

稀释至 50 mL。最后，通过电感耦合等离子体发射光谱 (ICP-OES)技术，对样品中的

钨含量进行测定[11] 

2.4.2 过氧化氢酶（CAT）的测定 

使用钼酸铵法进行测定，该方法基于 H2O2 可与钼酸铵反应形成稳定的黄色复合

物，在 405nm 处有强烈吸收峰，吸光值大小与过氧化氢浓度成正比，通过测量反应体

系中剩余的 H2O2 的量，得出被 CAT 催化分解的 H2O2 的量，从而反应 CAT 的活性。

其吸光度可通过使用商业试剂盒（Solarbio，中国）在 405nm 处测量。 
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2.4.3 还原性谷胱甘肽（GSH）的测定 

该方法基于用还原型谷胱甘肽 (GSH) 还原 5,5 二硫代双（2-硝基苯甲酸）(DTNB) 

生成黄色化合物 2-硝基-5-巯基苯甲酸和谷胱甘肽二硫化物(GSSG)[20]还原色与 GSH 浓

度成正比其吸光度可通过使用商业试剂盒（Solarbio，中国）在 412 nm 处测量。 

2.4.4 丙二醇（MDA）的测定 

该方法依赖于脂质过氧化最终产物 MDA 的形成，它与硫代巴比妥酸（TBA）反

应产生硫代巴比妥酸活性物质 (TBARS)，一种粉红色的色原体，可以在 532 nm 处用

分光光度法测量，使用商业试剂盒（南京建成，中国）进行测定。 

2.4.5 超氧化物歧化酶（SOD）的测定 

采用 WST-1 法进行测量，该方法的原理基于 WST-1 能够与黄嘌呤氧化酶

（Xanthine Oxidase）催化产生的超氧化物阴离子（O2-）反应生成水溶性的甲臜染料。

因为 SOD能够催化超氧化物的阴离子发生歧化反应，所以该过程可以被超氧化物歧化

酶所抑制。因此 SOD 的活性与甲臜染料的生成量呈负相关，根据对 WST-1 产物的比

色分析，就能计算出 SOD 的活力[21]。通过商业试剂盒（南京建成，中国），在 532nm

处测量吸光度。 

2.4.6 活性氧（ROS）的测定 

根据 Li W 等人的方法使用二氯荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）进行 ROS 的测定

[22]。DCFH-DA 本身没有荧光，但能够和生物体内的活性氧发生氧化反应，生产带有

荧光的 DCF。通过 DCF 的荧光值可以得到样本内 ROS 的水平浓度。将 190μL 悬浮液

与 DCFH-DA（10μL）混合，在 37°C 下孵育 30 分钟，并使用荧光分光光度计（岛津

RF-6000，日本），在525nm处以485nm的激发波长测量荧光强度以获得ROS的浓度。 

2.5  数据处理 

使用 Excel 进行数据整理，根据急性毒性实验，通过社会科学统计软件 (SPSS) 程

序 (Standard Version 19.0, SPSS Inc., USA) 中的 Probit 回归计算 LC50 值。酶活性的数据

表示为平均值的平均 ± 标准误差，使用 SPSS 的单因素分析 (ANOVA) [23]中的方差分析

和 Duncan 检验，显著性设置为 P＜ 0.05。用 Origin 2020 pro 进行绘图，将生物响应进

行比较。柱状图的值表示三种处理的平均值，误差棒为标准偏差（SD）与控制组相比。

* 表示控制组和对照组在 P＜0.05 时存在显著性差异。 



 

8 

 

3 数据分析与讨论 

3.1  钨酸钠对斑马鱼的毒性实验 

在毒性实验中，观察到了鱼类行为的变化。暴露于低浓度组的鱼出现异常行为，

如不安和突然，快速，剧烈的运动。相反，暴露于高浓度组的鱼的运动变得迟缓，并

且明显倾向于主要留在水箱底部，给予外界刺激后反应迟钝，随着暴露时间的增加出

现了不进食行为和体重下降的现象（图 2）。而未暴露于钨的控制水箱中的鱼在整个水

箱容积内积极正常的移动。 

 

图 2 21 天后，1000 mgL-1（上）和对照组（下）斑马鱼的体形对比 

Fig.2 Body size comparison of 1000 mgL-1 (top) and control (bottom) zebrafish after 21 days 

钨酸钠的剂量-反应模式 (图 3)，钨酸钠的浓度范围（2×10-3—54×10-3 mol L-1）。 

在这些初步实验中，如果钨化合物的浓度低于上述限度，没有观察到鱼类死亡。设计

实验主要是为了确定 LC50值;这种设计通常不能精确测定无观察效应浓度 (NOEC) 和最

低观察到的影响浓度 (LOEC) 的值。然而，除了这些参数之外，为了确定 NOEC 和 

LOEC，将 Durrett's 法应用于 14 天实验后的死亡率数据 (表 1)。结果表明，钨酸钠的

浓度与斑马鱼的死亡率有显著性差异（P＜0.05），所有浓度的钨酸钠中斑马鱼的死亡

率与对照组的死亡率在统计学上有显著性差异（P＜0.05）。 
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图 3 斑马鱼的存活率取决于长期毒性试验（14 天）期间的化学浓度 

Fig.3 Zebrafish Survival depends on chemical concentration during long-term toxicity testing (14 days) 

表 1 钨酸钠的 LC50值 

Table.1 LC50 values of sodium tungstate 

Time, 

days 

Na2WO4,  

10-3 mol 

L-1 

W, g L-1 

 

Na2WO4, 

g L-1 

Confidence limits 

 

Lower Upper 

1 31.63 5.85 9.35 - - 

3 22.16 4.10 6.56 4.55 12.13 

5 19.01 3.52 5.62 3.90 8.76 

7 16.84 3.11 4.98 3.00 10.07 

10 15.12 2.80 4.47 2.55 8.72 

14 9.73 1.79 2.86 1.84 5.50 

使用 Probit 模型计算三种不同尺度下的 LC50值和 95%置信区间:钨化合物浓度（Na2WO4, g L-1），钨浓度 (W, g L 

-1)，钨化合物的摩尔浓度 (Na2WO4, mol L-1)。数据结果具有统计学的显著性，但是无法仔细计算出更详细的

LC50的 95%置信区间，因为表格卡方值超过了计算的异质性卡方值。 

在实验中测量了 6 条鱼对钨的摄取量，包括来自对照组的 3 条鱼，和暴露于钨的

3 条鱼。这三条鱼在暴露于 8g L-1的钨酸钠溶液中在 48h 内死亡。钨酸钠和对照组的鱼

体内平均的钨浓度分别为 410.375 和 35.1048 mg W/g （110580.9129 和 604771.7842 mg 

W/kg）。钨的生物富集因子（BCF）计算为鱼组织中的钨浓度（以每千克湿组织或干

组织的 mg W 表示）与水中的钨浓度（mg L-1）之间的比率，为：22.62 L kg-1。 

3.2  钨酸钠胁迫下斑马鱼活性氧（ROS）含量变化 
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图 4 暴露于 Na2WO4中斑马鱼的肌肉组织 ROS 含量 

Fig.4 Muscle tissue ROS content of zebrafish exposed to Na2WO4 

暴露于 Na2WO4的斑马鱼 ROS 含量如 4 所示。根据图 4 表明，与对照组相比，在

Na2WO4处理后第 7 天除了 500 mg L-1，ROS的含量都显著性增加。第 14天只有 50 mg 

L-1 出现了显著性增加，1000 mg L-1 浓度组表现为显著性减少。在第 21 天，暴露组的

ROS 含量都显著增加并达到最大值，总体来说，所有浓度的 Na2WO4 都能够诱导斑马

鱼 ROS 水平的增加。 

3.3  钨酸钠胁迫下斑马鱼 SOD 酶活性变化 

如图 5 所示，在整个实验中，暴露于 Na2WO4的斑马鱼与对照组相比 SOD 都受到

了显著抑制。高浓度暴露组（500 mg L-1和 1000 mg L-1）SOD 的活性在第 7 天达到最

低，其在第 14 天 SOD 活性都出现了显著增加，500 mg L-1的 SOD 活性的增加最为明

显，并在第 14 天到达最大值。低浓度组（10 mg L-1和 50 mg L-1）的 SOD 活性变化不

明显，但整体表明都显著低于对照组。结果表明，暴露于钨酸钠的浓度越高，SOD 酶

活性的抑制程度越大。 
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图 5 暴露于 Na2WO4中斑马鱼的肌肉组织中 SOD 的活性 

Fig.5 SOD activity in muscle tissue of zebrafish exposed to Na2WO4 

3.4  钨酸钠胁迫下斑马鱼 CAT 酶活性变化 

根据图 5 表明，在暴露于 Na2WO4后，低浓度暴露组（10 mg L-1和 50 mg L-1）的 

CAT 水平仅在第 7 天显著减少，其中 10 mg L-1的实验组的 CAT 活性从第 14 天开始与

对照组无显著差异。在第 7 天，高浓度暴露组（500 mg L-1和 1000 mg L-1）的酶活性

显著增加，趋势是 CAT 活性先增加后减少，该趋势与 SOD 酶活性的变化有一定的相

似性。在第 14 天，500 mg L-1浓度下斑马鱼 CAT 的活性达到最大值时，但 1000 mg L-

1 斑马鱼 CAT 酶活性开始下降。在第 21 天，只有 10 mg L-1 剂量的酶活性与对照组相

似，其他三个实验组的酶活性都被显著抑制，尤其是 1000 mg L-1的条件下抑制最为明

显。 
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图 6 暴露于 Na2WO4斑马鱼的肌肉组织中 CAT 的活性。柱状图的值表示三种处理 

Fig.6 CAT activity in muscle tissue of zebrafish exposed to Na2WO4. The values of the bar graphs 

indicate the three treatments 

3.5  钨酸钠胁迫下斑马鱼 GSH 含量变化 

根据图 7表明，在暴露于 Na2WO4后，除 1000 mg L-1外，其他浓度组的 GSH酶活

性都出现了先降低后增长随后降低的趋势，而 1000 mg L-1 的实验组 GSH 的酶活性则

一直为被显著抑制。低浓度暴露组（10 mg L-1）的 GSH 水平在第 14 天后达到对照组

的水平与其无显著性差异，其中 10 mg L-1的实验组的 CAT 水平从第 14 天开始与对照

组无显著差异。该变化趋势与 CAT、SOD`酶的变化幅度较为相似。总体而言均表现

为被显著抑制。 
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图 7 暴露于 Na2WO4斑马鱼的肌肉组织中 GSH 的活性 

Fig.7 GSH activity in muscle tissue of zebrafish exposed to Na2WO4 

3.6  钨酸钠胁迫下斑马鱼丙二醛（MDA）含量变化 

 

图 8 暴露于 Na2WO4斑马鱼的肌肉组织中 MDA 的含量 

Fig.8 MDA content in muscle tissue of zebrafish exposed to Na2WO4 
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经过 21 天暴露后，斑马鱼 MDA 含量如图 8 所示，在 Na2WO4处理后，总体来看

所有浓度组的斑马鱼 MDA 水平都在第 7 天显著增加，然后在第 14 天和第 21 天减少

到对照组水平。其中 500 mg L-1暴露组 MDA 的变化最为明显，在第 7天远高于对照组

水平，第 14 天下降到正常水平，在第 21 天再次增长并显著高于对照组水平。低浓度

组 (10 mg L-1和 50 mg L-1) MDA 的含量在第 7 天之后都较为稳定。 

4 讨论 

结合以往研究，我们证明钨酸钠对斑马鱼来说是一种低毒物质，其 LC50 值为

1.79-5.85 g W L-1或 9.73-31.63 ×10-3 mol Na2WO4 L
-1，该结果与 Srigul N 等人[11]探究的

钨酸钠对孔雀鱼的 LC50值（0.86-3.88 g L-1或 4.67-21.1×10-3 mol Na2WO4 L
-1）接近。与

之前的研究工作相比，除了致死毒性测试，本研究进一步进行了钨酸钠对斑马鱼的亚

急性毒性试验，并对斑马鱼的分子生物标志物进行了测试，这对钨酸钠亚致死毒性的

研究至关重要。通过检测一些生物标志物在 21 天的变化，包括：SOD、CAT、GSH、

ROS 和 MDA 的活性和含量，从而为钨酸钠对斑马鱼的毒性机制进行进一步说明。 

ROS是生理氧的代谢物。它们主要包括羟基自由基(OH-)、超氧阴离子(O2-)、过氧

化氢(H2O2)、单态氧、中间烷氧基自由基、烷氧基自由基和类似的脂质过氧化物。在

生物体内他们会被一系列抗氧化酶和抗氧化剂去除或解毒，从而维持 ROS的正常水平

[24]。在氧化应激过程中，活性氧的目标一般是 DNA、RNA、蛋白质和脂质等。当污

染物进入生物体中，产生大量的 ROS但生物防御能力无法对它进行及时消除时，就会

导致氧化损伤。在 Na2WO4 暴露下，尤其是在高浓度暴露下，随着暴露时间和浓度的

增加，斑马鱼产生的 ROS 量超过了生物体消除 ROS 的能力，使其过度积累，从而对

机体的酶活性造成影响。 

SOD 是一种重要的氧自由基清除剂，可以在生理条件下抵御体内的氧化应激，清

除超氧阴离子自由基[25,26]。被认为是低于抗氧化损伤的第一道防线。当斑马鱼暴露于

Na2WO4时，体内的 SOD 活性受到明显抑制，这种现象表明斑马鱼体内过量的 ROS已

经超过了其自卫范围。SOD不足以清除多余的 ROS，且暴露浓度越高，抑制越明显。 

CAT 是生物体内常见的高活性酶，直接催化 H2O2 的分解成无毒水和 O2，以减轻

H2O2对细胞的破坏[27,18]。大量研究表明，过表达的CAT能够增强植物和动物对非生物

和生物胁迫的抵抗力，是缓解氧化胁迫的重要酶[28]。当斑马鱼暴露于 Na2WO4，在最

初 14 天 CAT 的酶活性显著增加，这可能是由于在暴露后，斑马鱼体内产生的过多的

ROS 诱导了 SOD 活性的增加，并产生了过多的 H2O2，导致了 CAT 活性的升高。但随

着时间增加，ROS 增长迅猛，SOD 增长速率下降，导致 CAT 的活性受到抑制。当抗
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氧化防御不能阻止这些 ROS 时，ROS 的过度产生是酶失活的合理原因。 

GSH 属于生物体内的非酶促抗氧化系统（谷胱甘肽系统），是最丰富的非蛋白质

硫醇，可抵御氧化应激，被认为是抵御氧化损伤的第二道防线。其抗氧化功能主要通

过过氧化物酶（GPx）催化将 GSH 氧化成谷胱甘肽二硫化物（GSSG），从而完成对过

氧化氢和 ROS 的解毒。由于 GSH 与 GSSG 的比例在很多程度上决定了细胞内氧化还

原电位，当氧化应激的产物超过了细胞将 GSSG还原为 GSH的能力时，为了防止氧化

还原平衡发生巨大改变，GSSG 会主动输出到细胞外或与蛋白质巯基反应，导致混合

二硫化物的形成。因此，严重的氧化应激会耗尽细胞的 GSH[20]。在本次实验中，暴露

组的 GSH 水平除了在第 14 天显著升高，除 10 mg L-1都显著低于对照组（P ＜ 0.05），

且 1000 mg L-1的 GSH水平一直被显著抑制，其原因可解释为在暴露于高浓度 Na2WO4

诱导产生的 ROS 过多，超过了斑马鱼自身的抗氧化系统能力，使得 GSH 无法在肌肉

组织中再生以恢复其正常水平。 

丙二醛 (MDA) 是自由基中间体和脂质过氧化的最终分解产物，可能严重损害细

胞膜[29]。因此，测定 MDA 含量可以间接反映脂质过氧化程度，在该研究中，在第 7

天和第 14 天的浓度组 MDA 的含量都出现了不同程度的增加，但在第 21 天只有 500 

mg L-1的处理组 MDA含量显著增加，且有较大的波动，其他处理组 MDA含量在第 21

天趋于正常水平。这种差异可能与 ROS 和 GSH 的水平含量有关，低浓度组的 ROS 含

量不足以引起脂质过氧化，而脂质过氧化可以通过 GSH 来进行解毒[30,31,29]。此外其他

酶也可以加速 MDA 的分解代谢。随着暴露时间的延长，低浓度组的 GSH 含量增加从

而减少了脂过氧化程度。而高浓度（500 mg L-1）的 MDA 含量逐渐升高，且 GSH 水

平被显著抑制，低于其他浓度组，这与 ROS 和 GSH 含量在同一时期的变化趋势一致。

而 1000 mg L-1的处理组虽然 ROS 含量积累最多，但是其 GSH 水平高于 500 mg L-1的

处理组，猜测这部分 GSH 消除了一部分多余 ROS 从而抑制 MDA 了的生成。 

根据实验结果来看，抗氧化酶 SOD、CAT 和 GSH 除低浓度组（10 mg L-1）其他

浓度下都受到了不同程度的抑制，而与之相反的是 ROS含量的过度产生，且与浓度呈

现除一定的正相关。 

5 结论 

本实验研究中 Na2WO4 对斑马鱼的毒性结论如下: 14 天钨酸钠的 LC50 超过 1.76 g 

W L-1或 9.73 × 10-3 mol Na2WO4 L
-1，是对鱼类毒性较低的化学物质。此外，证明了钨

对斑马鱼肌肉组织中 SOD、CAT、GSH 的活性和 ROS 含量影响显著，可引起斑马鱼

机体的氧化应激和脂质过氧化，抗氧化防御反应主要表现为被抑制。高低浓度的钨酸
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钠均可显著增加 ROS 的水平和抑制 SOD 活性。中高浓度组 (50-100 mg L-1)的 CAT 和

GSH 都为抑制作用， 其中 500 mg L-1的 MDA 诱导作用显著，破坏了机体的抗氧化平

衡系统。长期暴露于钨酸钠浓度＞10 mg L-1的环境中能够引起斑马鱼的氧化应激和损

伤。本研究探究了钨对斑马鱼的亚急性毒性，为评价钨对水生生物的影响，制定我国

钨的水质标准提供相关依据。 
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