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急性铜胁迫对海陆蛙蝌蚪抗氧化效应
及金属解毒能力的影响*

洪美玲  李春瑜   王力军**   田丹丹   刘薇薇  
海南师范大学生命科学学院  海口  571158

摘  要  海陆蛙（Fejervarya cancrivora）是红树林半咸水生境中唯一的两栖动物，为了解铜离子（Cu2+）对该蝌蚪的毒

性效应，测定了Cu2+对海陆蛙蝌蚪（38-39期）96 h内半数致死浓度LC50；在此基础上，模拟其野外生存环境，分别设计
3个铜暴露组（CuSO4含量分别为80、160、300 μg L-1）和对照组，检测海陆蛙蝌蚪在Cu2+暴露24 h、48 h、72 h、96 h后抗

氧化能力、乙酰胆碱酯酶（AChE）活性及金属硫蛋白（MT）表达量的变化. 结果显示，海陆蛙蝌蚪对Cu2+ 24 h、48 h、

72 h、96 h LC50分别为5.69、3.37、1.34、0.95 mg L-1. 在急性胁迫试验中，各暴露组蝌蚪体内超氧化物歧化酶（SOD）、
AChE活性以及MT表达均被抑制，在同一暴露时间下，处理组SOD、AChE活性和MT含量显著低于对照组；而在Cu2+

胁迫下，蝌蚪体内脂质过氧化反应加剧，表现为丙二醛（MDA）含量显著增多，且染毒浓度越大、暴露时间越长，
MDA含量越多. 除AChE外，其他指标组染毒时间与浓度间具有显著的互作效应. 本研究表明海陆蛙可作为红树林生

境质量评价的指示物种，其中SOD、AChE活性及MDA含量可作为重金属Cu2+毒性效应评估较敏感的评价指标. 图1 
表2 参29
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Effect of acute copper stress on antioxidant and metal detoxification ability of 
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Abstract   The crab eating frog (Fejervarya cancrivora) is the only amphibian in the mangrove forest. To explore the feasibility 
of using its tadpole as an indicator of the habitat quality of mangrove forests, we studied the effect of acute copper exposure on 
the activities of superoxide dismutase (SOD) and acetylcholine esterase (AChE) and the content of malonaldehyde (MDA) and 
metallothionein (MT) in the tadpole (Stage 38-39). The LC50 of Cu2+ was 5.69 mg L-1 for 24 h exposure, 3.37 mg L-1 for 48 h, 1.34 
mg L-1 for 72 h, and 0.95 mg L-1 for 96 h exposure. Based on the 96h LC50, four treatments of Cu2+ (control, 80, 160, 300 μg 
L-1 CuSO4) were designed and sampled at 24 h, 48 h, 72 h and 96 h. The results showed that SOD and AChE activities and MT 
content in three treatment groups were lower than the control groups, and decreased significantly with the time and the increase 
of Cu2+ concentration. However, the trend was conversed in the content of MDA. Higher exposure concentration and longer 
exposure time led to higher MDA content, suggesting that the lipid peroxidation increased under copper stress. Also, there was 
an interaction effect of exposure time and Cu2+ content on all indicators except AChE. Therefore, the biomarkers of SOD and 
AChE activity and MDA content are sensitive to heavy metal induced oxidative stress, and Fejervarya cancrivora can be the 
indicator species for environment monitoring of mangrove forests.
Keywords  tadpole of crab eating frog; copper stress; antioxidants ability; acetylcholine esterase；metallothionein; mangrove forest

由于全球变化和人类活动的影响，素有“海岸卫士”之称

的红树林面临的环境污染日益增加，尤以重金属污染为甚[1-2]. 有

色金属采矿业的发展，以及红树林周边鱼虾养殖业的兴起，

尤其是养殖塘普遍使用硫酸铜等铜类化合物进行病害防治

和清塘灭藻，使得水体和土壤沉积物中铜离子（Cu2+）浓度

不断升高. 研究表明，红树林水体中Cu2+含量大大超过了《中

华人民共和国渔业水质标准》规定（≤ 0.01 mg L-1）[3-5]，水体

Cu2+污染严重. 

Cu虽是生命必需的微量元素，然而高剂量Cu2+可在动物

组织细胞（尤其是肝脏）中蓄积，其毒性已引起人们的普遍

重视 [6].  研究表明，活性氧的大幅增加是重金属毒性效应的
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重要方面，也是造成机体细胞伤害的主要原因之一，而生物

体内具有清除活性氧作用的抗氧化防御系统成分的改变可

以作为机体遭受氧化胁迫的指示[7-9]，因而尝试以这些抗氧化

防御系统成分的变化作为污染物胁迫的生物标志物的研究

正成为生态毒理学领域中新的热点. 

两栖动物具有皮肤高渗透性、水陆两栖等生物学特性，

对环境污染极其敏感，其种群变化与气候、水体、温度、环

境污染等环境因子关系密切，已被广泛应用于环境质量监

测的 指示生物. 目前 有关 Cu 2+对两栖动物（如中华大 蟾蜍

Bufo gargarizans、泽蛙Rana limnocharis Boie、黑斑蛙Rana 
nigromaculata）毒性的研究，国内外已有不少报道 [10-15]. 海陆

蛙作为唯一可生存于红树林半咸水环境中的两栖动物，目前

却尚未见到有关重金属对其毒性效应影响的相关研究报道. 

我们的前期研究表明，海陆蛙对Cu2+具 有蓄积作用，

尤其是肝脏中Cu2+蓄积量很高，因此本研究以海陆蛙蝌蚪

为研究对象，模拟其野外生存环境，考察Cu2+对蝌蚪的半数

致死浓度，以及蝌蚪在急性Cu2+胁迫下体内超氧化物歧化酶

（SOD）、乙酰胆碱酯酶（AChE）活性以及丙二醛（MDA）和

金属硫蛋白（MT）含量变化，以了解Cu2+对海陆蛙蝌蚪的急

性毒性影响，为海陆蛙的保护管理提供科学依据，并探讨以

海陆蛙作为红树林Cu2+污染评价指示物种的可行性. 

1  材料与方法

1.1  半数致死浓度测定
实验用海陆蛙蝌蚪（25-26期）采自海南海口东寨港附近

闲置虾塘，就近培养于虾塘附近人工池中（水温27-29 ℃，pH 
7.2-7.8，盐度10），待蝌蚪发育至38-39期，选择体质健康蝌

蚪（体长31.94 mm ± 2.67 mm，体重0.423 g ± 0.044 g）用于

正式试验. 蝌蚪发育期鉴定参照赵尔宓（1990）介绍的分期

标准 [16]. 

CuSO4 5.H2O为分析纯，用曝气3 d的井水（盐度约18）掺

和自来水调节盐度至10（接近于野外自然环境），溶解氧浓

度＞4.5 mg L-1，配制成0.2 g L-1母液，按实验所需浓度进一步

稀释. 根据预实验得出蝌蚪96 h不出现死亡的最高浓度和全

部死亡的最低浓度，按等对数间距设置5个系列浓度（0.40、

0.67、1.10、1.82、3.00 mg L-1），每处理10尾蝌蚪，重复2次，另

设1个空白对照. 每天更换染毒溶液，统计死亡数，并及时清

除死亡个体，持续96 h. 

判断 蝌蚪死亡的标准：用镊子 轻夹蝌蚪尾部，如无反

应，即认为死亡. 

1.2  急性Cu2+胁迫下海陆蛙蝌蚪SOD、AChE酶活性
及MDA、MT含量测定
根据半数致死浓度试验，分别设置1个空白对照组（自

来水和井水的 混合，盐 度为10）及 3个 CuSO4处 理 组（80、

160、300 μg L-1），实验容器为4 L塑料盆，内置相应溶液2 L，

每盆 放入30尾蝌蚪，每天更换全 部溶液，实验期间不喂食. 

第24 h、48 h、72 h、96 h从每组取出6尾蝌蚪，置冰水混合物中

处死后，于-80 ℃保存待用. 每处理重复3次. 

SOD、AChE、MDA及MT测定试剂盒均购自南京建成生

物研究所，测试步骤按试剂盒说明书进行. 

1.3  数据处理
半数致死浓度LC50的计算通过SPSS 16.0中Probit分析

法 [17].  Cu2+对蝌蚪酶活性、MDA和MT含量的影响结果均以

Mean ± SE表示，采用双因素方差分析（Univariate）和单因素

方差分析（ANOVA）进行处理，对于同一采样时间点，不同

处理组之间的多重比较采用Duncan法，差异显著临界值为

0.05. 

2  结 果 

2.1  海陆蛙蝌蚪对Cu2+毒性反应及半数致死浓度
通过4 d观察，对照组海陆蛙蝌蚪行为活动正常，处理

组蝌蚪游泳行为和形态出现异常. 高浓度组中，大部分蝌蚪

在刚接触溶液后反应强烈，出现沿容器壁快速转圈游动、乱

窜，适应一段时间后，蝌蚪体表出现粘液并伴随排便行为，

反应迟钝，于容器底部静栖. 受到刺激沿壁游动后沉入容器

底部，身体失去平衡，出现侧卧、悬浮等行为，死亡个体尾部

弯曲呈S形. 随着染毒时间延长，低浓度组蝌蚪亦逐渐出现上

述中毒症状，处理组死亡蝌蚪肠部发白，肿胀.  
Cu2+对38-39期海陆蛙蝌蚪累计死亡数及半数致死浓度

见表1. 在暴露96 h后，对照组蝌蚪死亡率为0，低浓度组（Cu2+ 
0.40 mg L-1）蝌蚪累计死亡率为25%，高浓度组（Cu2+ 3.00 mg 
L-1），死亡率达到85%.  蝌蚪LC50随着染毒时间逐渐降低，

Cu2+暴露24 h、48 h、72 h、96 h后，LC50分别为5.69、3.37、1.34、

0.95 mg L-1. 

表1  Cu2+暴露下海陆蛙蝌蚪（38-39期）累计死亡数及半数致死浓度 （N 
= 20）
Table 1  Deaths and LC50 value of Cu2+ toxicity to 38-39 period tadpoles of 
Fejervarya cancrivora (N = 20)

暴露浓度 Concentration
(ρ/mg L-1)

累计死亡蝌蚪数 Deaths (N)
24 h 48 h 72 h 96 h

0 0 0 0 0
0.40 0 2 5 5
0.67 1 3 8 8
1.10 3 4 9 12
1.82 3 5 9 12
3.00 6 11 15 17

LC50 (ρ/mg L-1) 5.69 3.37 1.34 0.95

2.2  急性Cu2+胁迫对海陆蛙蝌蚪SOD、AChE酶活性及MDA、

MT含量的影响

经双因素方差分析，Cu2+染毒浓度和染毒时间对海陆

蛙蝌蚪SOD、AChE活性 及 MDA、MT含量有显著的影响；

除 AChE指 标 组 染 毒 时间与 浓 度间不 存 在 互作 效 应（P  = 
0.834），其他3个指标组中染毒时间与浓度间具有显著的互

作效应. 

除低浓度（80 μg L-1）组海陆蛙蝌蚪SOD活性在48 h和

72 h与对照组差异不显著外，其余各处理组SOD活性均显著

低于对照组. 随着暴露时间的延长，SOD酶活性变化无一定

规律性，但在96 h时酶活性显著低于24 h（图1A）. 从暴露浓

度的主效应结果分析可看出，处理组SOD活性显著低于对照

组，且各处理组之间两两差异显著，以160 μg L-1处理组SOD
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活性最低（表2）.  
Cu2+暴露组AChE活性显著低于对照组. 高浓度组（300 

μg L-1）在染毒72 h出现最低值，在96 h酶活性稍微升高但仍

显著低于对照组（图1B）. 主效应分析结果表明，随Cu2+暴露

浓度增大，AChE活性下降，但160 μg L-1和300 μg L-1组之间差

异不显著，且均为对照组的1/2左右（表2）. 

MDA含量随暴露浓度的增加和暴露时间的延长而增加. 

高浓度组（300 μg L-1）海陆蛙蝌蚪在染毒96 h时，MDA含量

为10.41 b/nmol (mg prot)-1，达到最大值，约为对照组两倍左右

（图1C）. 从主效应结果来看，72 h和96 h暴露组的MDA含量

显著高于24 h和48 h；而3个Cu2+处理组MDA含量显著高于对

照组，但低浓度组（80 μg L-1）和中浓度组（160 μg L-1）之间差

异不显著（表2）. 
Cu2+暴露组中MT表达量在不同取样时间点均显著低于

对照组，但各暴露组之间大多差异不显著（图1D）. 在暴露24 
h时，对照组MT含量为4.56 ng mL-1，而3个处理组MT的含量

均下降50%左右，约为2.5 ng mL-1. 其它各取样时间点，3个处

理组MT含量也约为对照组50-60%. 从暴露时间的主效应结

果来看，随暴露时间的延长，MT含量有下降趋势，暴露24 h
海陆蛙蝌蚪MT含量显著高于其他3个取样时间点（表2）. 

表2  急性Cu2+胁迫对海陆蛙蝌蚪SOD、AChE酶活性及MDA、MT含量影响的双因素方差分析结果
Table 2  Two-way ANOVA results of SOD and AChE activity, MDA and MT contents in Fejervary cancrivora tadpoles under different ambient copper exposure  

因素 Factor Cu2+ (ρ/μg L-1) SOD (λ/ (mg prot)-1) AChE (λ/ (mg prot)-1) MDA (b/nmol (mg prot)-1) MT (ρ/ng mL-1)

曝污时间
Exposure timee

24 h 129.25a 12.33ab 13.15a 3.07a

48 h 108.01b 12.70a 14.36a 2.47b

72 h   122.49a 10.00b 16.44b 2.60b

96 h 95.04c 11.55ab 16.84b 2.59b

P-value < 0.001 0.042 < 0.001 < 0.001

曝污浓度
Exposure contente

0 149.67a 18.58a 10.14a 3.96a

80 127.49b 10.89b 15.28b 2.24bc

160 80.19c 8.47c 16.02b 2.16c

300 97.44d 8.64c 19.34c 2.37b

P-value < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001
曝污时间×曝污浓度f

Time × Content f P-value 0.006 0.834 0.000 0.000

a、b、c、d为单因素方差分析（One-way ANOVA）结果，且字母不同代表差异显著（P < 0.05），N = 6.  e表示主效应；f表示双因素分析的交互作用.
a,b,c,d  are results of one-way ANOVA; data with different superscript lowercase letters are significantly different (P < 0.05), N = 6. e are the main effect means;  
f indicates the interactive effect of the two factors.
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图1  急性Cu2+胁迫对海陆蛙蝌蚪SOD、AChE酶活性及MDA、MT含量的影响. A：SOD酶活性；B：AChE酶活性；C：MDA含量；D：MT含量.
Fig. 1  Effect of acute copper stress on SOD, AChE activity and MDA, MT content in Fejervary cancrivora tadpoles. A:  SOD activity; B: AChE activity; C: 
MDA content; D: MT content.
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3  讨 论

本研究结果表明，在短时期高浓度Cu2+ 暴露下可致海

陆蛙蝌蚪死亡，在相同的染毒时间内，随 着染毒 浓度的升

高其累计死亡数逐渐升高，而在同一染毒浓度下，随着处理

时间的延长其累计死亡数亦逐渐增大. 在本研究中，Cu2+对
38-39期蝌蚪96 h LC50为0.95 mg L-1，明显高于其它淡水蛙蟾

类，如Cu2+对黑眶蟾蜍（Bufo melanostictus）蝌蚪96 h LC50为
0.03 mg L-1 [18]，泽蛙（Rana limnocharis）蝌蚪96 h LC50为0.43 
mg L-1[12]，中国林蛙蝌蚪（Rana chensinensis）对Cu2+ 48 h LC50

为0.11 mg L-1 [14] . 这说明海陆蛙蝌蚪对Cu2+耐受性较强. 

已有研究表明，重金属毒性与氧化损伤密切相关，可引

起机体脂质过氧化水平增高. 贾秀英等（2008）研究结果表明
Cu2+可引起中华大蟾蜍蝌蚪脂质过氧化水平增高，产生氧化

损伤[15]. 在本研究中，海陆蛙蝌蚪在低浓度Cu2+（80 μg L-1）组

中SOD活性呈先升高再降低趋势，而高浓度组SOD活性随着

染毒时间的延长而降低. 这与吴众望等（2005）研究结果 [19]

相一致，凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）在0.1、0.2、0.5、
1.0 mg L-1 Cu2+作用下，12 h后0.5、1.0 mg L-1 Cu2+暴露对肝胰

脏SOD活性有促进作用，0.1、0.2 mg L-1浓度组在24 h表现出

最大激活，随暴露时间延长，酶活性下降，呈现出一个峰值

的变化，至96 h全部表现为抑制. 这说明随着体内自由基的

产生和积累，导致了体内抗氧化酶SOD、CAT、GSH-Px等活

性因代偿性应激反应而被显著诱导，因此，在低浓度Cu2+暴

露下，蝌蚪抗氧化酶SOD、CAT及GSH-Px酶活性均显著高于

对照组，力图维持活性氧代谢平衡，保护膜结构，但这种维

持作用是有一定限度的；随着Cu2+暴露浓度的增加，抗氧化

酶SOD、CAT及GSH-Px活性开始下降回落甚至被明显抑制，

这使得机体清除自由基的能力下降，自由基大量蓄积，脂质

过氧化产物明显增多，最终造成活性氧的积累和对细胞膜的

损伤 [7]. 但在本研究中还有一个特殊现象，中浓度组（160 μg 
L-1）SOD活性却显著低于高浓度组（300 μg L-1），这可能是由

于本研究中抗氧化酶只选取了SOD这一酶活指标，有研究表

明机体内几种抗氧化系统酶活（如SOD、CAT、GPX、GR和
GST）具有相互补偿作用 [20]，但在中浓度组中其它几种抗氧

化酶活性的高低还有待于进一步研究. 尽管本研究的各个处

理是在盐度为10且pH为7.2-7.8的条件下完成的，但由于该盐

度和pH值是模拟海陆蛙蝌蚪的野外生存环境，应为其最佳

生长环境，因此本研究不讨论盐度和pH值对各种酶活性的

影响. 

本研究结果亦表明，在Cu2+暴露24 h后，海陆蛙蝌蚪体

内MDA含量随着染毒浓度的升高而增加，并且随着染毒时

间的延长而增加. 贾秀英等（2011）在研究Cd2+暴露对黑斑

蛙精巢氧化损伤中发现，在高浓度Cd2+暴露下，黑斑蛙精巢

中MDA含量随着暴露浓度的升高而逐渐增加，呈明显的剂

量-效应关系[21]；贾秀英等（2004）在研究Cu2+暴露对中华大

蟾蜍蝌蚪氧化损伤中亦发现了类似结果 [22]. 相关研究已表明
MDA是目前反映机体氧化损伤最具代表性的指标之一，其在

机体中的含量水平反映了脂质过氧化程度，即机体细胞受自

由基攻击的严重程度[23]. 

乙酰胆碱酯酶（AChE）作为生物神经传导中一种关键

性酶，是 一 个 经典的毒理指标，常被用于评 价水机中污染

物尤其是有机磷农药的毒性 [24].  顾颖等（2004）通过体外毒

性试验表明乙酰甲胺磷、巴丹 等6种农药对AChE活性均有

明显抑制作用 [25].  王晶等（2007）研究发现沙蚕（Perinereis 
aibuhitesis）在Cu2+胁迫下体内AChE活性受到一定程度的

抑制 [26].  贾秀英和董爱华（2003）研究也发现Cd2+抑制鲫鱼

（Carassius auratus）脑组织AChE活性，且染毒时间、浓度

与酶活性呈效应-剂量关系 [23].  在本研究中，Cu2+染毒初期

（24h）AChE活性显著降低，这说明Cu2+抑制了AChE活性，

并随着染毒浓度和染毒时间的延长其活性逐渐降低. 

此外，重金属还能 诱导动物肝脏和肾脏内金属硫蛋白

（MT）合成，且重金属离子浓度与生物体内MT的合成存在一

定的时间、剂量-效应关系. 目前，机体MT含量已被作为水环境

监测重金属暴露的一个分子生态毒理学指标[23, 26-27]. Vogiatzis
等（1998）将雌性湖蛙（Rana ridibunda）暴露于200 mg L -1 

CdCl2中，处理第4天、10天、30天后肝脏中MT含量与Cd2+呈正

相关性 [28]；吴众望等（2005）在研究中发现，在重金属Cu2+、
Cd2+、Zn2+暴露下，凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）肝胰

脏中MT含量在一定的暴露浓度及时间范围内，其表达量随

重金属浓度增加及暴露时间延长而升高[19]. 但在本研究中，

海陆蛙蝌蚪MT含量随着染毒时间和染毒浓度的延长却逐渐

降低，这与上述研究结果相反. 柯翎等（2004）在研究Cd2+对

菲律宾花蛤（Ruditapes philippin）外套膜MT含量的影响时也

发现，随Cd2+染毒浓度升高MT含量降低，并分析可能是MT
作为应激蛋白，其诱导表达是有一定限度的，当重金属浓度

过高，暴露时间持续延长，MT呈下降趋势 [29]. 而本研究采用
24 h为最小检测时间或者最低浓度超过了MT结合能力，过量

的重金属导致海陆蛙蝌蚪机体受到损害从而抑制了MT的表

达，其原因有待进一步分析. 

由此可知，SOD、AChE活性及MDA含量的变化反映了急

性Cd2+胁迫对海陆蛙蝌蚪损伤的浓度-剂量效应，可将它们

作为重金属对海陆蛙污染胁迫的生物标志. 
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