
第 34卷  第 4期                              生  态  科  学                                   34(4): 99104 

2015 年 7 月                              Ecological  Science                                Jul.  2015 

                       

收稿日期: 2014-09-08; 修订日期: 2014-12-18 

基金项目: 国家自然科学基金项目(31360642, 31372228); 教育部科技重点项目(211145); 省级创新项目(2013116580) 

作者简介: 裘正元(1989—), 男, 安徽滁州, 硕士研究生, 动物生态学, E-mail: qiuzhengyuan@hotmail.com 

*通信作者: 史海涛, 男, 博士, 教授, 生态学, E-mail: haitao-shi@263.net; 洪美玲, 女, 博士，教授, 动物学, E-mail: meilinghong_ecnu@aliyun.co 

 

裘正元, 洪美玲, 张豪, 等. 急性亚硝酸盐胁迫对红耳龟和中华条颈龟幼体抗氧化能力的比较研究[J]. 生态科学, 2015, 34(4): 

99104. 

QIU Zhengyuan, HONG Meiling, ZHANG Hao, et al. A comparative study of anti-oxidative ability between Trachemys scripta 

elegans and Mauremys sinensis under acute nitrite stress[J]. Ecological Science, 2015, 34(4): 99104. 
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【摘要】  为了比较红耳龟(Trachemys scripta elegans)与本地龟抗氧化损伤的能力, 选取体重为 51 g的红耳龟(n=18)和

中华条颈龟(Mauremys sinensis)(n=18)幼体暴露于 3个亚硝酸盐浓度组(0、50、500 mgL–1), 进行 24 h急性胁迫实验。

结果表明: (1) 随着亚硝酸盐浓度的升高, 红耳龟肝组织中积累的亚硝酸盐量显著低于中华条颈龟(p<0.05), 肠组织中

的积累量则相反 , 这说明红耳龟对亚硝酸盐的代谢及解毒能力要强于中华条颈龟; (2) 两种龟肝组织和肠组织中超氧

化物歧化酶(SOD)活力显著低于对照组(p<0.05), 且同一浓度组内红耳龟 SOD 活力略高于中华条颈龟, 但差异不显著; 

两种龟肝组织和肠组织中丙二醛(MDA)含量随亚硝酸盐浓度的升高而显著升高, 相比于红耳龟而言, 中华条颈龟的上

升趋势更加显著, 说明亚硝酸盐浓度的升高对龟体产生了氧化性损伤且中华条颈龟的损伤程度要高于红耳龟; (3)两种

龟红细胞微核率随亚硝酸盐浓度升高而升高, 且高浓度组中中华条颈龟略高于红耳龟。综上所述, 红耳龟幼体在亚硝

酸盐胁迫下, 其机体的氧化损伤程度要弱于中华条颈龟。 
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A comparative study of anti-oxidative ability between Trachemys scripta 
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Abstract: In order to compare the ability of stress resistance of environmental pollutants between Trachemys scripta elegans(n=18) 
and the native Mauremys sinensis(n=18) juvenile, an acute stress of three nitrite concentration groups (0, 50, 500 mg·L–1) for 24 h was 
selected. Results showed that: (1) with the increasing of the nitrite concentration, the nitrite accumulated in the liver of T. s. elegans 
was significantly lower than that in M. sinensis (p < 0.05). In contrary, the nitrite accumulated in T. s. elegans was significantly higher 
than M. sinensis in intestine, which showed that T. s. elegans had a better ability of nitrite metabolism and detoxification than M. 
sinensis. (2) The Superoxide dismutase (SOD) activity in the liver and intestine of these two turtles in the nitrite treatment groups were 
significantly lower than the control group (p<0.05), and the concentration of the same group of T. s. elegans was a little higher than M. 
sinensis, but no significant difference existed. However, the malonic dialdehyde (MDA) content in the liver and intestine of these two 
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turtles increased significantly with the rising of nitrite concentration. Compared with T. s. elegans, the MDA of M. sinensis raised more 
significantly, which indicated a more serious oxidative damage of M. sinensis than T. s. elegans. (3)The erythrocytes micronucleus 
rates of these two turtles raised with the nitrite concentration, although M. sinensis was a little higher, no significant difference existed. 
In sum, T. s. elegans juvenile had a slightly stronger anti-oxidative ability than M. sinensis juvenile under nitrite stress. 

Key words: nitrite stress; micronucleus rates; antioxidase; T. s. elegans; M. sinensis 

1  前言 

红耳龟(Trachemys scripta elegans)由于生长速

度快、繁殖率高、易存活等特点已在世界范围内成

功入侵, 被世界自然保护联盟评定为全世界100个

最危险的入侵物种之一[1–2]。红耳龟已出现在我国14

种龟鳖类的分布环境[3]。已有的研究表明, 红耳龟

不仅在争夺食物、抢占空间、逃避敌害和迁移扩散

方面的生存竞争能力显著高于入侵地的本土龟类

物种[4–5]。而且, 其耐受环境污染和毒性胁迫的能力

也显著强于本地物种[6]。本课题组前期已开展了关

于红耳龟与我国本地龟类物种中华条颈龟(Mauremys 

sinensis) 耐饥能力[7]和对毒物的抗胁迫能力[8-10]的

比较研究, 结果表明红耳龟的竞争能力和耐受能力

均明显强于中华条颈龟。对红耳龟竞争和耐受能力

的深入研究, 将有助于预测其潜在生存环境与分布

范围, 以及了解该入侵物种对我国本土龟类可能造

成的不利影响。 

由于高密度养殖、投饵过量、污水的排放等因

素导致亚硝酸盐在水中的积累量很高, 是常见的化

学胁迫因子之一, 目前已在鱼、虾、蟹等水生动物

方面作了大量研究[11], 结果表明亚硝酸盐作为一种

强氧化剂, 进入血液后会与血红蛋白结合, 氧化氧

合血红蛋白成高铁血红蛋白, 使其失去携氧能力, 

导致组织缺氧, 出现中毒, 并且亚硝酸盐也具有很

强的致癌性[12]。此外, 在亚健康状况下, 亚硝酸盐还

可增加机体红细胞的微核率, 同时也可改变抗氧化

防御系统的生物酶活性[13–15]。机体内活性氧代谢平

衡由于胁迫作用而被打破, 产生大量的活性氧自由

基, 使机体处于应激状态而加剧脂质过氧化过程, 

从而使机体表现出活性氧伤害。机体通过活化超

氧化物歧化酶(SOD)等抗氧化酶系统来清除活性

氧自由基使机体免受活性氧伤害[16], 但生物体的

清除能力是有限的, 一旦超过限度势必会给机体造

成损伤。 

张杰等[17]曾开展了水中亚硝酸盐对红耳龟和中

华条颈龟慢性胁迫的比较研究, 但短期内高浓度的

亚硝酸盐胁迫对外来入侵种红耳龟与本地龟类的比

较研究尚未开展。由于集约化的养殖[18-19]和环境污

染, 常使得自然和人工水体不同程度的受到亚硝酸

盐的污染[20] , 部分水体中亚硝酸盐的含量甚至可以达

到1mM (50 mg·L-1) 以上[21]; 在黄颡鱼(Pelteobagrus 

fuhidraco)[22]、尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)[23]、

印度鲤 (Cirrhina mrigal)[24]和彭泽卿 (Carassius 

auratus Pengzenensis)[25]等大量物种中开展的急性亚

硝酸盐胁迫的研究表明, 高浓度的亚硝酸盐会导致

鱼体急性中毒 [26], 目前在龟类中相关研究尚属空

白。故本研究选取红耳龟和中华条颈龟的幼体, 测

定两种龟不同组织在亚硝酸盐溶液中的亚硝酸盐

含量以明确不同龟组织对亚硝酸盐的积累和代谢

情况, 通过测定不同组织中抗氧化指标的变化以比

较两种龟机体的抗氧化损伤能力, 测定红细胞微核

率以了解其遗传毒理学方面的相关变化。研究结果

可在一定程度上揭示红耳龟强适应能力的相关生

理机制, 为红耳龟的入侵危害及入侵机理研究提供

理论依据。同时还可以唤醒民众对于外来入侵种的

认识, 减少由于人为放生、宠物饲养所造成的生态

危机。 

2  材料和方法 

2.1  实验材料及处理 

从海口市东山镇龟鳖养殖场购买中华条颈龟和

红耳龟幼体各30只, 体重在4—6 g左右, 于海南师

范大学生命科学学院龟类养殖池驯养两周, 将体重

5±1 g的健康幼龟18只按照亚硝酸盐浓度不同随机

分成3组, 即0 mg·L–1对照组、50 mg·L–1、500 mg·L–1

亚硝酸盐处理组 , 养殖用水为经曝气的自来水 , 

水温控制在(20±1) , ℃ pH 为6.7±0.2。亚硝酸盐处

理24 h后取肝、肠及血液分别作各指标检测。 

2.2  指标测定 

亚硝酸钠浓度: 采用重氮-偶氮比色法测量[27]。 

红细胞的微核率: 取血液加到预先滴有标准小
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牛血清的载玻片上, 与标准小牛血清混匀后涂片并

立即吹干, 甲醇固定 15 min, 10% Giemsa 染液(pH 

6.98)染色 15 min, 显微镜(油镜)下观察。每个试验组

观察 3 只龟, 每只龟观察约 2000 个红细胞, 记录具

微核的细胞数, 并且重复 3次。观察结果以百分率(%) 

表示。 

超氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA): 按南京

建成生物有限公司试剂盒进行测定。 

2.3  数据处理 

所有实验数据均以 X±S.E. 表示, 同种龟不同

浓度组各指标之间的比较采用单因素方差分析

(One- way ANOVA), 若差异显著, 则采用 LSD法

比较两两之间的差异显著性。在相同亚硝酸盐暴

露浓度下, 两种龟之间各指标的比较采用 t检验或

χ2检验。实验结果均采用 SPSS16.0 软件进行统计

与分析。 

3  结果分析 

3.1  不同处理组两种龟组织中亚硝酸盐浓度比较 

表 1, 经亚硝酸盐暴露后, 两种龟肠组织和肝组

织中的亚硝酸盐含量都表现出随着亚硝酸盐浓度升

高而升高的趋势。对照组中, 红耳龟肠组织中亚硝

酸盐含量几乎是同组中华条颈龟肠组织的 2 倍, 随

着亚硝酸盐浓度的升高, 两种龟肠组织中之间的亚

硝酸盐含量差距在缩小, 但红耳龟始终都维持在中

华条颈龟的 1.2 倍以上。而肝组织中亚硝酸盐含量, 

对照组红耳龟要略高于同组中华条颈龟, 但差异不

显著(P=0.36); 两个盐度组中中华条颈龟肝组织亚

硝酸盐含量均显著高于红耳龟(P=0.003; 0.011)。 

3.2  不同处理组两种龟组织中 SOD 活力和 MDA

含量比较 

表 2 中, 随着水中亚硝酸盐浓度的升高, 两种 

表 1  不同处理组红耳龟和中华条颈龟组织中亚硝酸盐浓度比较(mg·L–1) 

Tab. 1  Nitrite concentration in liver and intestine of M. sinensis and T. s. elegans (mg·L–1) 

项目 
亚硝酸盐浓度/( mg·L–1) 

0 50 500 

养殖水体 

中华条颈龟 - 49.63 448.93 

红耳龟 - 49.98 449.75 

P value (t-test) - - - 

肠 

中华条颈龟 0.086±0.002 0.159±0.003 0.247±0.026 

红耳龟 0.159±0.009 0.192±0.009 0.323±0.007 

P value (t-test) 0.003** 0.005** 0.001** 

肝 

中华条颈龟 0.155±0.009 0.307±0.023 0.441±0.044 

红耳龟 0.162±0.005 0.212±0.010 0.375±0.026 

P value (t-test) 0.36 0.003** 0.011* 

注: 表中带*(或**)号的为同一处理组内两种龟组织中亚硝酸盐浓度差异显著。 

表 2  中华条颈龟和红耳龟 SOD活力(U·(mg·prot)–1)和MDA浓度比较(nmol·(mg·prot)–1)(t-test) 

Tab. 2  Comparison on SOD activity and MDA level in liver and intestine of M. sinensis and T. s. elegans 

项目 
亚硝酸盐浓度/( mg·L-1) 

0 50 500 

肝 SOD 

红耳龟 91.00±3.45a 76.30±7.18b 56.29±5.62c 

中华条颈龟 74.74±7.80a 68.62±7.08a 24.74±5.07b 

P value (t-test) 0.03* 0.09 0.000** 

肠 SOD 

红耳龟 79.85±1.54a 54.73±2.94b 25.07±4.86c 

中华条颈龟 67.11±4.95a 68.97±5.09a 25.21±3.98b 

P value (t-test) 0.013* 0.014* 0.958 

肝MDA 

红耳龟 0.43±0.12a 0.68±0.31a 0.91±0.13b 

中华条颈龟 0.76±0.10a 1.94±0.08b 2.44±0.16c 

P value (t-test) 0.02* 0.00** 0.000** 

肠MDA 

红耳龟 0.83±0.09 0.82±0.10 0.86±0.07 

中华条颈龟 0.66±0.03a 0.95±0.13a 2.19±0.29b 

P value (t-test) 0.033* 0.234 0.000** 

注: 表中带*(或**)号表示同一处理组中两种龟之间差异显著(或极显著); 同一行中的不同上标字母表示同种龟不同处理组之间差异显著。 
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龟肝组织和肠组织中 SOD 活力与对照组相比都表

现出了下降的趋势; 50 mg·L–1 组中, 红耳龟肝组织

和肠组织中的 SOD活力与对照组相比显著降低, 而

中华条颈龟降低趋势并不显著; 500 mg·L–1组中, 除

了红耳龟肝组织中 SOD 活力约占对照组的 2/3 外, 

其余均少于各自对照组的 1/2, 中华条颈龟肠组织中

SOD 活力甚至不到其对照组的 1/3。两种龟相比而

言, 除了 50 mg·L–1组肠组织中中华条颈龟 SOD活力

显著高于红耳龟及50 mg·L–1组的肝组织和500 mg·L–1

组的肠组织两种龟 SOD活力相比差异不显著外, 其

余各组红耳龟肝组织和肠组织中的 SOD 活力均显

著或者极显著高于同组中华条颈龟。 

两种龟肝组织中 MDA 含量均随亚硝酸盐胁迫

浓度的升高而升高, 且中华条颈龟 MDA 含量的升

高幅度要大于红耳龟; 除了红耳龟 50 mg·L–1组MDA

含量与其对照组差异不显著外, 其余各组红耳龟和

中华条颈龟的 MDA 含量都显著高于各自对照组, 

高亚硝酸盐浓度组中中华条颈龟甚至是其对照组的

3倍以上。但就肠组织而言, 仅 500 mg·L–1组中中华

条颈龟 MDA 含量显著高于对照组, 而其余各组差

异均不显著, 尤其是红耳龟在各亚硝酸盐处理组中

MDA含量均与对照组差异不显著。两种龟相比较而

言, 除了对照组肠组织中中华条颈龟 MDA 含量显

著低于同组红耳龟外, 其余各组中华条颈龟 MDA 含

量都高于同组红耳龟, 并且除50 mg·L–1组差异不显著

外(P=0.234), 其余都差异显著或者极显著; 500 mg·L–1

组中中华条颈龟肝组织和肠组织 MDA 含量甚至达

到了同组红耳龟的 2.6倍左右。 

3.3  不同处理组两种龟红细胞微核率比较 

 两种龟红细胞微核率随着亚硝酸盐浓度上升均

呈升高趋势。在50 mg·L–1组中, 两种龟的红细胞微

核率分别是各自对照组的2倍左右, 而500 mg·L–1组

中两种龟红细胞微核率分别是各自对照组的3倍左

右。微核率的增幅在放缓, 50 mg·L–1组和500 mg·L–1

组中红细胞微核率差异均不显著。两种龟相比, 同

一浓度组内, 中华条颈龟的微核率始终略高于红耳

龟, 但差异并不显著。 

4  讨论 

机体在遭受环境因子胁迫后, 通常会表现出一系列

的氧化损伤。对酿酒酵母菌(Saccharomyces cerevisiae) 

表 3  不同处理组中华条颈龟和红耳龟红细胞微核率比较 

Tab. 3  Comparison on micronucleus rate of red blood cells 

in M. sinensis and T. s. elegan 

 

项目 
亚硝酸盐浓度/( mg·L–1) 

0 50 500 

中华条颈龟 0.12%a 0.25%ab 0.37%b 

红耳龟 0.10%a 0.24%b 0.29%b 

χ2值 0.1335 0.0076 1.0904 

注: 同一行中的不同字母表示同种龟不同处理组之间差异显著
(单因素方差分析), 而 χ2值为同一处理组中两种龟红细胞微核率的

比较(χ2-检验)。 

 

进行的急性锶胁迫中, 酵母菌表现出了MDA显著升

高[28]。在中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)亚硝酸盐胁

迫的研究中发现, 随着胁迫时间的延长, 幼蟹肝胰腺

SOD活性下降, 而MDA含量升高[29]。叶俊等(2013)[30]

研究表明亚硝酸盐急性胁迫对草鱼(Ctenopharyngodon 

idellus)抗氧化性能产生了显著影响。在虾类的毒性实

验中也观察到了类似的现象[31]。因此, 机体抗氧化

损伤的能力对于机体在胁迫环境下的生存至关重

要。本研究发现, 红耳龟和中华条颈龟在经历了相同

浓度的亚硝酸盐胁迫后, 机体都会有亚硝酸盐累积。

同样的现象在虹蹲(Oncorhynchus mykiss)[32], 斑节对

虾(Penaeus monodon)[33]和小龙虾(Astacus astucus)[34]

中均有发现。中华条颈龟肠组织中的亚硝酸盐含量

显著低于红耳龟, 而肝脏中显著高于红耳龟, 预示

着红耳龟比中华条颈龟肠道具有更强的吸收能力, 

肝脏对亚硝酸盐具有更强的分解能力, 因此红耳龟

表现出肠道含有更多的亚硝酸盐, 而肝脏具有较少

的亚硝酸盐积累, 这与张杰等 [17]在慢性毒性试验中

得到的结果一致, 说明红耳龟对亚硝酸盐的解毒能

力强于中华条颈龟。  

生物体在遭受胁迫时, 体内活性氧代谢失衡, 产

生大量的活性氧自由基[35–36], 脂质过氧化程度加剧; 

其中丙二醛(MDA)就是脂质过氧化的产物之一[37], 

常被广泛用作细胞氧化损伤的评价指标[38]。超氧化

物歧化酶(SOD)是生物体内主要的抗氧化酶, 可通

过清除活性氧自由基而减轻机体氧化损伤程度[39]。

通常体内SOD酶活力下降, 标志着机体清除氧自由

基的能力下降[40–42]。本研究发现, 随着亚硝酸盐浓

度升高, 两种龟组织中SOD活力均下降, 说明由高

浓度亚硝酸盐胁迫而产生的氧自由基已超过了龟自

身清除阈值, 过多的活性氧抑制了SOD活力[43–44]。
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但本研究并未观察到张杰等(2011)[17]和洪美玲等

(2007)[16]的胁迫研究中的所谓的“毒性兴奋现象” 

(Poison-intoxication effect)[45], 究其原因可能与本研

究中亚硝酸盐胁迫浓度梯度跨度过大, 浓度梯度设

置过少有关, 从而导致机体抗氧化酶系统在较高的

胁迫浓度下直接被抑制而掩盖了毒性兴奋现象。本

研究中中华条颈龟组织中SOD活力随亚硝酸盐升高

而下降的幅度要大于红耳龟, 500 mg·L–1亚硝酸盐暴

露组中红耳龟肝组织中SOD活力甚至达到中华条颈

龟的2倍以上。此外, 在本研究中, 随着亚硝酸盐浓

度的上升, 红耳龟肝组织中MDA含量略有升高, 而

中华条颈龟肝脏和肠组织中MDA含量升高幅度较

大, 均显著高于同组的红耳龟, 这说明红耳龟在高

浓度的亚硝酸盐胁迫下其清除自由基的能力强于中

华条颈龟, 与张杰等[17]和傅丽容等[9]的结论一致。 

细胞微核主要是由于染色体断裂产生的无着粒

片段或分裂后期没有迁移到纺锤体极位上去的整条

染色体滞留在胞质中形成的[46]。微核率的变化可作

为机体应对外界的环境胁迫的一种表现, 是遗传毒

理学试验中一个较为理想的监测指标[47]。在本研究

中, 高亚硝酸盐浓度组(500 mg·L–1)中华条颈龟和红

耳龟微核率显著高于对照组, 这与其他学者对大弹

涂鱼(Periophthalmus cantonensis)[48]和泥鳅(Misgurnus 

anguillicaudatus)[49]研究的结果一致。这可能是由于

亚硝酸盐胁迫使染色体畸形率升高, 从而导致微核

率升高[50]。随着亚硝酸盐浓度的进一步上升, 红耳

龟的微核率升高的幅度要小于中华条颈龟, 这在一

定程度上也反映出了红耳龟的耐胁迫优势。 

综上所述, 红耳龟在应对亚硝酸盐胁迫时, 通过

增加肠道的吸收和肝脏解毒, 减少了自身及环境中

的亚硝酸盐含量, 从而降低了亚硝酸盐对机体的危

害。同时, 机体在应对高浓度的亚硝酸盐胁迫时, 会

表现出抗氧化酶活力下降, 脂质过氧化程度加剧等

一系列氧化损伤的现象。在相同的亚硝酸盐处理下, 

红耳龟抗氧化损伤能力明显强于中华条颈龟。养殖水

体中的亚硝酸盐浓度可以达到 50 mg·L–1 以上[51–52], 

在一些人类生活区附近的水体中亚硝酸盐含量更高。

由此我们可推断, 在亚硝酸盐污染区, 红耳龟的竞争

能力强于中华条颈龟, 可以获得更大的种群优势。 
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