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硝酸盐胁迫对红耳龟和中华条颈龟胚胎的毒性效应

傅丽容，贺 斌，王娅玲，史海涛
(海南师范大学生命科学学院，海南海口571158)

摘 要：在孵化基质蛭石中添加不同质量浓度的硝酸铵，在恒温(30±o．5)℃、相对湿度85％～90％、

基质湿度5％～10％的条件下孵化龟卵至出壳，检测红耳龟和中华条颈龟胚胎中过氧化氢酶、超氧化

物歧化酶活性和丙二醛的变化，研究环境胁迫对2种龟非特异性免疫的影响。试验结果表明，在胁迫

条件下，红耳龟肝脏过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活性显著高于中华条颈龟(P<o．05)，并随着硝酸铵

质量浓度的增大而降低；红耳龟和中华条颈龟的丙二醛浓度均低于对照组，且红耳龟肝脏和肌肉的丙

二醛浓度均显著小于中华条颈龟(P<o．05)；不同器官酶活表现不同，肝脏的过氧化氢酶和超氧化物歧

化酶活性高于肌肉(P<o．05)，肌肉易受氧化损伤。各项指标比较表明，红耳龟各组织器官抗氧化系统

功能强于中华条颈龟，表明红耳龟胚胎发育期对环境胁迫的抗氧化能力、防御能力和机体免疫功能力

优于中华条颈龟，有利于胚胎发育和个体生长。
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环境污染可影响动物免疫，抗氧化酶活力是评

价生物体免疫能力的重要指标‘卜3‘。Geret等M研

究表明，多数有机污染物在动物体内转化过程中，

会产生过量自由基，导致机体抗氧化酶活性变化和

脂质过氧化水平升高，对机体造成氧化损伤而表现

出毒理症状。

胚胎发育是动物生活史中对生态因子最敏感

的时期。龟鳖类无护卵行为，孵化环境直接影响胚

胎发育。据研究，氨氮胁迫会影响动物的生长发

育[5‘63和免疫功能[7。8]。傅丽容等嘲研究了硝酸铵

影响红耳龟(T，_口以Pmys sc一夕￡n PzPg口咒s)和中华条

颈龟(M口z￡rPm3，s si咒P咒sis)孵化及血液的生理指标，

发现红耳龟可以通过增加血细胞数量和改变红细

胞形态提高免疫力对抗硝酸铵胁迫，显示对环境的

适应性强于中华条颈龟。

红耳龟原产于美国中部，已被列为世界最危险

的100个外来人侵物种之一(IUCN)[1⋯。与当地

土著种欧洲池龟(E优ys or6icMz乜ris)的对比试验发

现，红耳龟的竞争力强于土著种[11‘1引。张杰等叭3在

亚硝酸盐暴露对红耳龟与中华条颈龟幼体的慢性

毒性研究表明，亚硝酸盐在动物肠道和肝脏中均有

积存，而红耳龟肝肠中超氧化物歧化酶活性始终高

于中华条颈龟，丙二醛含量始终低于中华条颈龟，

说明红耳龟的适应力和耐受力更强。

研究硝酸盐胁迫对红耳龟和中华条颈龟胚胎

的毒性效应，旨在为红耳龟生态入侵机制提供生理

学依据，为保护物种多样性奠定理论基础。

1材料与方法

1．1 材料

试验用中华条颈龟和红耳龟受精卵(已受精2

～3 d，胚胎发育处第Ⅱ和Ⅲ期)，于2009年3月3

日购自海南文昌龟鳖养殖场，每种龟卵各60枚。

胚盘明显、发育正常。

1．2人工孵化

配制O mg／L NH。NO。(对照组)、0．01 mg／L

NH。N0。(低质量浓度组)、o．1 mg／L NH。N0。(高

质量浓度组)蛭石作为孵化基质，蛭石粒径3～7

mm，在孵化箱底部铺设厚约5 cm调配好的蛭石，每

个质量浓度梯度随机放入受精卵20枚，覆盖2～3 cm

蛭石，孵化箱放人恒温恒湿培养箱中，恒温箱温度

(30±o．5)℃。在孵化箱蛭石2 cm处插入水银温

度计，控制孵化温度。2种龟卵孵化条件相同。

1．3指标测定及数据处理

1．3．1样品采集及测定

孵化出壳24 h稚龟，冰冻麻醉断颈法处死，剪

开腹甲，取内脏和肌肉。

肝脏和肌肉匀浆液制备：取适量肝脏和肌肉

(约o．1 g)，分别加入1 mL蒸馏水，冰浴匀浆，

4℃、4000 r／min离心15 min，取上清液备用。超
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氧化物歧化酶活性测定采用连苯三酚自氧化法[1 5|。

酶活单位定义：每毫克蛋白每分钟抑制连苯三酚自

氧化速率达so％的酶量定义为1个酶活单位(U／

mg)。丙二醛含量的测定采用硫代巴比妥<TBA)

法u6|，丙二醛的浓度(nm01／mg)=(f／F)×10／

[Pr]。其中：f和F分别为由样液和标准应用液测

得的光密度；[Pr]为组织匀浆液中蛋白浓度。组

织匀浆液中蛋白浓度的测定参照Bradford方

法n71，以牛血清蛋白(BSA)为标准蛋白。过氧化氢

酶活性采用紫外分光光度法测定，以在25℃下，每

克蛋白质每秒分解底物H：0。的相对量定义为一个

酶活力单位(U)。

1．3．2数据处理

数据用Excel 2003和SPSSl6．0处理，所有试

验数据均以X±SD表示。同一物种不同硝酸铵处

理组与对照组之间的比较采用单因素方差分析

(0ne—way ANOVA)；相同处理的两物种间用￡检

验，差异显著临界值为o．05。

2结果与分析

z．1 硝酸铵胁迫对红耳龟与中华条颈龟肝脏和肌

肉中过氧化氢酶活性的影响

两物种肝脏过氧化氢酶活性经￡检验，分别为

O mg／L(t=o．072，P=O。792)，O．01 mg／L(t一

5．073，P—O．042)，O．1 mg／L(t一5．949，P—

o．030)(表1)，据此可知，与对照组过氧化氢酶活性

差异不显著，硝酸铵处理组红耳龟显著高于中华条

颈龟；采用单因素方差分析得知，硝酸铵处理组过

氧化氢酶活性大于对照组，且胁迫质量浓度增高过

氧化氢酶活性减小。采用相同的统计学方法检验

肌肉的过氧化氢酶活性，各处理组间差异不显著

[0 mg／L(t一4．042，P—o．067)，o．01 mg／L(t一

10．28，P一0．058)，0．1 mg／L(t—O．007，P—

o．097)]；两物种肌肉的过氧化氢酶活性随着硝酸

铵质量浓度的增加均呈递减趋势。比较可知，不同

物种对抗环境胁迫的非特异性免疫表现不同。

2．2 硝酸铵胁迫对2种龟肝脏和肌肉超氧化物歧

化酶活性的影响

检验红耳龟和中华条颈龟肝脏SOD活性差异

显著性(表2)，分别为o mg／L(t一10．712，P=

O．058)，O．01 mg／L(t一21．85，P—O．044)，0．1

mg／L(t一47．99，P=o．040)，变化趋势与过氧化氢

酶活性相似，对照组差异不显著，胁迫组红耳龟均

显著大于中华条颈龟。t检验表明，高质量浓度胁

迫组(o．1 mg／L)红耳龟肌肉超氧化物歧化酶活性

显著高于中华条颈龟(t=2．403，P—o．038)，对照

组和低质量浓度组均差异不显著(P>o．05)。稚龟

肌肉的超氧化物歧化酶活性均小于对照组，肝脏的

超氧化物歧化酶活性均大于肌肉。

2．3硝酸铵胁迫对2种龟肝脏和肌肉中丙二醛含

量的影响

各处理组间红耳龟和中华条颈龟肝脏的丙二醛

含量差异不显著(P>o．05)(表3)。与过氧化氢酶和

超氧化物歧化酶活性变化趋势相反，两种稚龟肝脏

的丙二醛含量为低浓度胁迫组低于高浓度胁迫组，

胁迫组均小于对照组。￡值检验表明，各处理组两物

种肌肉的丙二醛含量差异显著：o mg／L(t一5．744，

表1不同质■浓度下硝酸铵胁迫后两种龟肝脏及肌肉中过氧化氢酶的活性 U／mg

注：同一列角标相同字母的为差异不显著，不同为差异显著(P<o．05)，表2、表3余同．

袅2 硝酸铵胁迫后两种龟肝脏和肌肉中超氧化物歧化酶活性的变化U／mg

表3硝酸铵胁迫红耳龟和中华条颈龟肝脏及肌肉中丙二醛含量的变化 nmol／mg
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P—O．052)；O．01 mg／L(t—O．838，P—O．054)；O．1

mg／L(t=o．328，P—o．047)，高质量浓度处理组差

异尤其明显，且丙二醛含量均随硝酸铵质量浓度的

升高而逐渐增大。综合比较2种组织丙二醛含量，

中华条颈龟肝脏和肌肉的丙二醛含量大于红耳龟。

3 讨论

3．1 硝酸铵胁迫对抗氧化酶系统的影响及分析

氧化损伤是环境污染物引起生物毒性的重要

机理之一。氧自由基反应是机体正常生理功能的

一种反应，超氧化物歧化酶的主要功能是转化超氧

化阴离子为H：0。和氧，消除对机体的直接毒害；

过氧化氢酶将超氧化物歧化酶歧化产生的H：O。

进一步还原为H：O和O：，使细胞免受H：O：的毒

害。2种酶活性的变化反映机体清除自由基的能

力、增强吞噬细胞的防御能力和机体的免疫功

能[1⋯。肝脏作为动物体蛋白质、脂类等营养物质的

代谢中心，表现尤为明显。刘洋等口0]报道，氨氮胁

迫泥鳅(饼沱挖￡口Z训P日琥8r∥如)肝脏等脏器超氧化
物歧化酶活性随胁迫浓度的升高和胁迫时间的延

长逐渐升高，然后降低。张迎梅等[21]证明，泥鳅在

重金属胁迫下肝脏超氧化物歧化酶活性随着胁迫

浓度增高而变小。本试验研究硝酸铵胁迫2种龟

肝脏的过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活性变化结

果与之相似，低质量浓度硝酸铵胁迫对龟类过氧化

氢酶和超氧化物歧化酶活性有诱导作用，机体活性

氧自由基增加，随着胁迫质量浓度的升高，机体在

清除自由基时，要消耗能量，使腺嘌呤核苷三磷酸

含量减少，超氧化物歧化酶合成受阻，其清除自由

基的能力下降口2|。高质量浓度的硝酸铵胁迫可能

会使肝脏细胞出现不可逆的逆转而使损伤更加严

重，这与stebbin一2胡提出的“毒物兴奋效应”类似。

红耳龟和中华条颈龟抗氧化酶活力存在组织

差异性，肝脏的过氧化氢酶和超氧化物歧化酶活性

明显高于肌肉，这可能与不同组织的功能有关。活

性氧随物质代谢过程而产生，因此代谢强度愈大，

产生的活性氧越多。作为运动器官的肌肉，在孵化

期的代谢机能比较低，因此抗氧化体系统的功能相

对较弱。虽然2种龟肝脏的过氧化氢酶和超氧化

物歧化酶活性变化趋势相似，但红耳龟过氧化氢酶

和超氧化物歧化酶活性皆大于中华条颈龟，表明红

耳龟抗氧化力较强，这从生理学上说明红耳龟具有

更强的耐受力和适应力。

3．2 硝酸铵胁迫对丙二醛含量变化的影响及分析

丙二醛是脂质过氧化反应的终产物之一，是评

价氧化应激中细胞膜氧化损伤的指标之一[2引。丙

二醛含量可以反映机体脂质过氧化的速度及氧自

由基存在的水平。本试验中，随着基质中硝酸铵质

量浓度的增加，丙二醛含量升高，肝脏的超氧化物

歧化酶活性减弱，表明过强的胁迫可损伤非特异性

免疫系统，导致机体的抗氧化能力减弱。试验中不

同组织丙二醛含量各异，肝脏小于肌肉。这可能是

肝脏是外源污染物进行生物转化和代谢的主要场

所，抗氧化酶含量十分丰富，能够及时有效地清除

生物转化过程中产生的活性氧，防止肝组织的氧化

损伤。肌肉是机体的运动器官，某些污染物经生物

转化后，其代谢产物毒性非但不能降低，而且增

强[3]。对比研究显示，中华条颈龟肝脏和肌肉中的

丙二醛含量均大于红耳龟的，表明在污染环境中，

中华条颈龟机体自由基长期维持在较高的水平，氧

化损伤严重，其抗氧化系统功能失调，酶活性受到

抑制，而表现出对环境胁迫的不适应性，因此在硝

酸铵胁迫的环境中孵化，中华条颈龟的孵化成活率

明显低于红耳龟凹j。

综合各项指标可知，红耳龟肝脏的过氧化氢

酶、超氧化物歧化酶活性均高于中华条颈龟，丙二

醛含量则低于中华条颈龟，表明硝酸铵胁迫对红耳

龟的损伤较弱，红耳龟的生存竞争力强于土著

种——中华条颈龟，对环境有更强的适应能力。
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on Embryonic DeVelopment in Turtles

eZeg口珏s and!’厦矗琵re珑岁s s￡托口靠sis

FU Li—rong，HE Bin，WANG Ya—ling，SHI Hai—tao

(College of Life Sciences，Hainan Normal University，Haikou 571158，China)

Abstract： Toxic effects of concentration of ammonium nitrate into the incubation substance on embryonic

deVelopment were studied in turtles 丁r口c矗P，扎y5 scri户￡口PZ89口咒s and^巧&“rPmys si咒P咒sis by monitoring

changes in activities of catalase(CAT)，and superoxme dismutase(SOD)and concentration of malonalde—

hyde(MDA)during embryonic deVelopment period under the condition of(30士O．5)℃，relative humidi—

ty of 85％～90％and moisture of 5％～10％．The results showed that the activities of CAT and SOD in

liVer were significantly higher in T．scrip￡n已Zeg口竹5 than in M．si咒P行si5(P<O．05)，and 10wer as the con—

centrations of ammonium nitrate were increased． The concentrations of MC)A in liver and muscles were

found to be lower in T． scrip￡n g￡已g口咒s and M． si卵e”si5 than in the conroI group，significantly lower in T．

5c厂ip￡口gZgg以以s than in M．si以P咒sis(P<0．05)．The activities of CAT and SOD were higher in liver than in

muscles，indicating that muscles were susceptible to oxidative damage． These findings showed that F

5cri乡￡口PZPgn咒s had higher anti—oxidant function， defense ability and immunologic competence than M．

Ji，2P以5i did，which leads to good embryonic development and growth．

Key words： Trnc^Pm_ys scrip￡口PZgg口咒s；It勉“rPmys si船鲫sis； environmental stress； ammonium nitrate；

embryonic development
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