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除草剂丁草胺对蟾蜍脑和肝的毒性及氧化应激效应
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摘 要:以中华大蟾蜍为研究对象,通过评价除草剂丁草胺对大脑和肝脏的毒性作用及与氧化应激的相关性,

揭示除草剂的广泛应用对生态系统的潜在危害.将成年蟾蜍随机分组,分别暴露于0,3,15,30mg/L的丁草胺,并于

3,6,9d后每组分别随机选取16只蟾蜍测定脑和肝脏抗氧化系统指标,用尼氏法染色比较各组蟾蜍端脑海马区形

态学变化.结果显示,各试验组均呈脑蛋白质量浓度降低而肝蛋白质量浓度升高的趋势.随丁草胺暴露时间延长,脑

内SOD活性先升后降;肝脏SOD活性随丁草胺浓度升高而先升后降;脑内 MDA质量浓度和CAT活性的变化与肝

脏相同.MDA质量浓度随药物浓度和作用时间的增加而增加,除低浓度组外,肝脏CAT活性均受到抑制.随药物浓

度增加,端脑海马区细胞逐渐溶解,空泡化现象加剧,30mg/L组海马区侧脑室因细胞部分溶解使侧脑室界限模糊,

表明丁草胺对蟾蜍大脑和肝脏均表现一定的毒性作用.
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21世纪初,除草剂是农药产业中增长最快的部分.它在世界上的广泛使用导致了严重的环境污染,并通

过食物链影响人类健康[1-2].作为水生生态系统中最重要的生物类群之一,两栖动物因对水环境变化的敏感

性而对水体污染具有一定的响应能力.水体的化学污染是近年来备受全球关注的两栖动物种群数量减少和

一些物种灭绝的主要因素[3].
丁草胺,即2,6-二乙基-N-(丁氧甲基)-氯乙酰替苯胺,是一种酰胺类除草剂,因其高效、低毒、价格低廉,

成为我国稻田除草剂中用量最大的一种[4].然而,其疏水性强、易吸附、淋溶性低、对非靶生物的毒性作用已

引起广泛关注[5].丁草胺毒性研究主要涉及除草剂对两栖动物的形态、遗传毒性和生物积累等方面[6-8],而
关于丁草胺对两栖类动物的生理生化毒性,特别是抗氧化防御系统方面的报道较少.本文以环境指示动物中

华大蟾蜍(Bufobufogargarigans)为研究对象,通过评价药物作用后蟾蜍脑肝组织蛋白质量浓度、氧化应

激指标和神经组织学变化来揭示丁草胺的脑和肝脏毒性,为除草剂的风险评估提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 材料

丁草胺(2,6-二乙基-N-(丁氧甲基)-氯乙酰替苯胺,C17H26ClNO2,有效成分体积分数60%,乳油)购自

大连孟山都公司.健康成年中华大蟾蜍120只,购自沈阳医学院实验动物研究中心.雌雄随机,体质量(37.8±
6.9)g,随机分为4组.根据丁草胺在稻田中施用的质量浓度设定染毒剂量,丁草胺质量浓度为3,15,30mg/L,
分别为其稻田施用质量浓度的1,5,10倍.试验组分别放入盛有充分曝气的清水和丁草胺溶液的桶内(20cm×
30cm,1个实验桶内5只蟾蜍).溶液的量为浸没1/2蟾蜍体积.每24h更换试验用液一次以保证药液浓度

和水中溶解氧质量浓度.染毒期间室温(20~25℃),自然光照,禁食.连续染毒3,6,9d后,每组分别取10只
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蟾蜍,毁髓后采集蟾蜍大脑、肝脏样本进行后续实验.
1.2 理化指标检测与统计分析

Bradford法测定脑和肝的蛋白质质量浓度[9].采用光化学硝酸蓝四唑(NBT)法测定超氧化物歧化酶

(SOD)活性[10].根据文献[11]测定过氧化氢酶(CAT)活性.丙二醛(MDA)作为脂质过氧化(LPO)的标记物,
采用硫代巴比妥酸法测定[12].制备蟾蜍脑组织常规石蜡切片,尼氏染色,树胶封片后观察.

实验结果用SPSS11.0软件统计分析.实验组与对照组之间的差异性采用单因素方差分析(OneWay
ANOVA),组间差异的多重比较采用 Tukey检验,P<0.05为显著差异.

2 结 果

2.1 蛋白质质量浓度

脑和肝脏蛋白质量浓度的变化分别见图1.由图可知,与对照组相比,各实验组脑蛋白质量浓度均下降,

3mg/L和15mg/L组仅在染毒6d与对照组有显著性差异(P<0.05),而30mg/L组,各染毒时间脑蛋白

质量浓度均与对照组呈显著性差异(P<0.05),但不呈时间依赖性.不同于脑蛋白,肝蛋白随染毒时间的延

长,其质量浓度均增高(除3mg/L,3d组).3mg/L和30mg/L组在染毒6d与对照组差异显著(P<0.05),
而15mg/L组在染毒9d与对照组差异显著(P<0.05).

2.2 酶活性和 MDA测定

丁草胺诱导的蟾蜍脑内和肝脏的SOD和 MDA质量浓度,CAT活性变化分别见图2.随丁草胺暴露时

间的延长和剂量增加,诱导脑内SOD活性先升高而后迅速下降.3mg/L和15mg/L组SOD在染毒6d活

性显著降低,9d升高.30mg/L组在染毒3dSOD活性略有升高,随后显著降低.3mg/L组和15mg/L组的

肝脏SOD活性随染毒时间延长略有上升,30mg/L组肝脏SOD活性在染毒3d时显著下降,后经升高后再

次显著下降.
脑部和肝脏CAT活性虽然经丁草胺诱导均低于对照组,但趋势相反,脑部CAT活性随着染毒时间延

长呈上升趋势,而肝脏CAT活性随染毒时间延长而逐渐降低(除3mg/L,3d组).肝脏内,在3mg/L组3d
CAT活性诱导升高,后随着染毒时间延长逐渐抑制(P>0.05).而在15mg/L和30mg/L组,CAT活性均

被抑制且呈显著性差异.
脂质过氧化水平以丙二醛(MDA)质量浓度来表示.脑和肝脏中 MDA质量浓度均在丁草胺诱导下增

加,均呈剂量-时间依赖性,且脑中 MDA质量浓度变化比肝脏中更为显著.
2.3 组织学结果

丁草胺诱导的蟾蜍端脑海马区组织学变化见图3.由图可见,暴露低浓度丁草胺中的海马区细胞核增大.
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随着丁草胺浓度的增加,海马区细胞逐渐溶解,组织间隙增大,出现空泡化.30mg/L组海马区侧脑室管周膜

及周围细胞溶解最为显著,空泡面积加大,使侧脑室界限模糊.

3 讨 论

蛋白质是生理活动的载体和执行者,其正常功能会因外源污染物入侵而发生直接或间接的改变[13].酰
胺类除草剂经杂草的胚芽和根部吸收运输至植株各部位,通过抑制植物细胞内蛋白质合成而导致杂草死亡.
本研究中,脑蛋白质量浓度随丁草胺浓度和暴露时间延长而先升后降,3mg/L组和15mg/L组与对照组相

比在丁草胺暴露6d有显著性差异(P<0.05).但同肝脏蛋白质量浓度变化情况比较而言,脑部蛋白质质量

浓度虽有下降,但下降幅度远不及肝脏部位,这可能是由于血脑屏障的保护作用,丁草胺在短时间内难以大

量透过血脑屏障.染毒9d出现了蛋白质水平回升现象,可能是由于实验动物对丁草胺染毒的应激反应所产

生的应激蛋白水平升高所致,也可能与除草剂在蟾蜍体内的持续积累有关.组织学结果显示端脑海马区细胞
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出现自溶现象,以6d最为明显,而脑蛋白在6d蛋白质质量浓度最少,由此可从组织学角度印证药物对脑蛋

白质量浓度的影响.丁草胺暴露后肝脏蛋白质质量浓度逐渐升高,这与肝脏的功能有关.肝脏是一种重要的

代谢器官,可代谢和分解来自机体产生的有害废物及体外的毒物、药物和毒素等.

本研究表明丁草胺对蟾蜍肝脏蛋白质质量浓度的影响具有剂量和时间依赖性,这可能与蟾蜍对药物的

应激反应有关.当机体促氧化剂和抗氧化剂比例失衡时,即产生氧化应激,导致活性氧(ROS)的产生.细胞内

抗氧化酶如SOD和CAT是生物体中负责清除ROS和保护细胞的重要抗氧化酶.SOD活性水平可以间接

反映ROS水平和细胞损伤程度.随环境污染加剧,SOD活性会产生诱导或抑制的应激性变化.这些变化是仅

是生物体的一种暂时状态而非最终的毒理学影响.这两种状态的出现取决于毒物暴露的强度和持续时间,当
然也取决于物种的敏感性.与对照组相比,丁草胺3mg/L和15mg/L组蟾蜍肝脏中SOD活性在3d后显著

升高,而30mg/L组蟾蜍肝脏中SOD活性显著降低,仅在第6d出现应激性升高,后下降.上述结果表明,低
剂量除草剂对抗氧化酶的产生有一定的刺激作用,而高剂量除草剂对抗氧化酶的产生有一定的抑制作用,高
浓度组直接破坏了抗氧化应激的保护机制.该结果与文献[14]报道的中高浓度阿维菌素抑制鲤鱼肝细胞中

SOD活性相似.
在诱导SOD清除细胞间超氧阴离子自由基的过程中,会产生大量的 H2O2,作为细胞内防御系统关键

酶之一的过氧化氢酶(CAT)能促进H2O2 分解,保护细胞免受H2O2 的氧化损伤,并减少自由基的形成和脂

质过氧化.CAT活性可以被污染胁迫所改变.本研究表明,蟾蜍脑内CAT活性受到了明显的抑制,这可能与

丁草胺使CAT与H2O2 相互作用使酶活性降低有关.而肝脏在低剂量暴露时,CAT活性受到诱导显著升

高,与肝脏中SOD活性的变化相对应.而随着染毒时间和浓度的增加,CAT活性呈时间 剂量依赖性抑制,
大剂量和较长时间的药物处理,均超过了SOD和CAT的清除能力范围.

H2O2 或超氧化物等强氧化剂使不饱和脂肪酸经非酶性氧化的过程被称为脂质过氧化.MDA即为脂质

过氧化的典型产物之一,是由氧自由基攻击生物膜的多不饱和脂肪酸而引发脂质过氧化作用中形成的,可以

间接反映细胞损伤的程度.本研究结果表明,MDA水平随着丁草胺剂量的增加而显著升高,并呈时间 剂量

依赖关系.提示药物作用使活性氧自由基水平增加,脂质过氧化逐渐增强,MDA积累增多.这与他人在鱼类

中发现的结果相似[15].
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Toxicityandoxidativestresseffectsofbutachloronbrainand
liverofBufobufogargarigans

LiangChuancheng1,LiLiyan2,WangLiwen1,ShaoRan1

(1.LifeScienceCollege,ShenyangNormalUniversity,Shenyang110034,China;2.MedicalSchool,

HuangheScienceandTechnologyUniversity,Zhengzhou450063,China)

  Abstract:Bufobufogargariganswasemployedtoinvestigatethetoxiceffectsoftheherbicidebutachloronbrainand
liveroftoadanditscorrelationwithoxidativestress,andtorevealthepotentialharmofthewideapplicationofherbicidesto
theecosystem.Bufobufogargariganswererandomlyassignedtobutachlorexposuretestsat3,15,and30mg/L,respective-
ly.Nodrugwasusedascontrolgroup.After3,6and9daysofdrugtreatment,16toadswererandomlyselectedfromeach

group,respectively.ThemorphologicalcharacteristicsofbrainhippocampuswerecomparedbyNisslstaining.Theresults
showedthatthecontentsofbrainproteindecreasedineachdruggroup,whilethecontentsofliverproteinincreased.SODactiv-
itiesinbrainallincreasedandthendecreasedfollowingwithincreasingoftreatmenttime.SODactivitiesinducedinliverin-
creasedandthendecreasedrapidlyfollowingwiththeincreasingtreatmenttime.Thechangesofmalondialdehydecontentand
CATactivityinbrainweresameasthoseinliver.MDAcontentincreasedwiththeincreasingconcentrationandtime,andCAT
activityinliverwasinhibitedexceptinlowconcentrationgroup.Withtheincreasingtoxinconcentration,thecellsinthehippo-
campusareaofthedistalbraindissolvedgradually,andthephenomenonofcavitationwasintensified.Inthe30mg/Lgroup,

theboundaryofthelateralventricleofthehippocampuswasblurredbecauseofpartialdissolutionofthecells.Theresults
showedthatbutachlorexhibitedcertaintoxiceffectsonbrainandliveroftoad.

Keywords:herbicides;butachlor;brainandlivertoxicity;oxidativestress
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