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摘要:以鲤鱼为受试材料,研究了氟化钠对其脑组织的抗氧化系统、组织结构和细胞凋亡的影响. 结果发现,染毒 30 d 时,随氟化钠浓度的升

高,SOD、GSH 活性表现为先诱导后抑制的趋势;暴露 60 d 与 90 d 后,SOD、GSH 活性主要表现为抑制. 而 MDA 水平在整个暴露实验期间均呈

增高趋势. 暴露 90 d 后,脑组织切片的显微观察结果显示,氟化钠能导致鲤鱼脑组织血栓形成及各细胞层结构发生病理学改变,并具有剂效相

关性. 生物检测结果显示,随着氟化钠暴露剂量增大,鱼脑细胞凋亡率的增加与 MDA 水平的升高呈正相关关系( r = 0. 9968),而 Bcl-2 的表达

减弱与 SOD、GSH 活性呈正相关关系( r = 0. 9198,0. 9889) .
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Abstract: The physiological toxicity of sodium fluoride on antioxidant system, organizational structure and apoptosis of brain tissue in Cyprinus carpio
Linnaeus were studied. Results showed that along with the increasing concentration of sodium fluoride, the superoxide dismutase (SOD) and glutathione
(GSH) activities increased firstly and then were inhibited after 30 days exposure. The SOD and GSH activities decreased after 60 and 90 days exposure.
The content of lipid peroxides (MDA) increased during the whole test period. After 90 days exposure, histopathological changes of brain tissue were
observed. It was found that thrombosis and structural changes in the cell layers were resulted from the exposure of sodium fluoride. The biological
investigation results showed that there was a positive correlation between the cell apoptosis rate and the MDA levels ( r = 0. 9968), but with dosage
increasing, Bcl-2 protein concentration decreased, which was positive correlated with SOD and GSH activities ( r = 0. 9198 and 0. 9889, respectively) .
Keywords: sodium fluoride; carp; brain; antioxidant system; apoptosis

1　 引言(Introduction)

氟元素广泛分布于自然界中,是人和动物生长

发育必需的微量元素. 然而过量的氟会对动植物产

生广泛的毒性作用 (王桂芹, 2011; Dhar et al. ,

2009;Wan et al. , 2006;孙国安,2009), 具体表现为

氟斑牙、氟骨症等. 我国部分水体中氟含量过高,是
造成我国主要地方性氟中毒———氟骨症的主要原

因. 据报道,我国氟中毒病区地下水中氟含量一般

在 2. 3 ~ 9. 8 mg·L - 1之间(Zheng et al. , 2006). 我
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国温泉水中氟含量通常超过 5 mg·L - 1,甚至可高达

45 mg·L - 1 (Ren et al. , 1988),含氟工业排放废水

中氟含量高达 96. 8 mg·L - 1 (丁坚平等, 1998),有
的甚至高达 3000 ~ 5000 mg·L - 1 ( 吴国娟 等,
2006). 水中氟含量过高对人类毒性效应的研究已

经受到人们的高度重视,迄今为止已有大量的研究

报道(王爱国等, 2002; 李晶, 2003),为深入研究氟

中毒奠定了理论基础. 鱼类终生生活在水中,可以

直接从水中吸收氟,是较易受到氟毒害的靶生物.
研究表明,高浓度的氟对水生生物包括鱼类存在毒

害效应(Bhatnagar et al. , 2005;2007). 虽然国内外

学者已经进行了氟对鱼类的毒性作用研究(Chitra
et al. , 1983; Bhatnagar et al. , 2007; 石 小 涛 等,
2009),但有关氟对鱼类脑组织的毒性作用却鲜有

报道. 鉴于此,本文选择我国淡水水体中常见的鲤

鱼作为受试生物,研究氟对鲤鱼脑组织的毒性作

用,以期为进一步研究氟化物对鱼类的毒性作用提

供基础资料.

2　 材料与方法(Materials and methods)

2. 1　 试验材料

试验用鲤鱼幼鱼由太原市鱼种场提供,平均全

长为(7. 00 ± 0. 38) cm,平均体重为(16. 80 ± 0. 54)
g. 经 5%食盐水消毒后进入实验室,自然光照,实验

鱼在药物处理前先在实验条件下驯养 1 周,自然死

亡率低于 1% . 养鱼用水为本实验室曝气自来水,水
温(23 ± 1) ℃, pH = 7. 4,硬度为 (69. 6 ± 1. 5 )
mg·L - 1(以 CaCO3计),期间不断气泵充氧,保证 DO
> 5. 0 mg·L - 1, 水质指标符合渔业水 质 标 准

(GBl1607-89). 实验期间为保证鲤鱼的最大生长,
每天投饵 5 次.
2. 2　 试剂与仪器

试剂:氟化钠购于天津市科密欧化学试剂有限

公司,考马斯亮兰(Coomassie Brilliant Blue G-250)、
超氧化物歧化酶 ( SOD)、脂质过氧化物丙二醛

(MDA)、还原型谷胱甘肽(GSH)试剂盒均购自南京

建成生物工程研究所,TUNEL 试剂盒购于天津市灏

洋生物制品科技有限责任公司,SABC 试剂盒购自

武汉博士德公司,其余试剂均为国产优级纯或分

析纯.
仪器:RCH1-NK50i 显微镜分析系统 (日本尼

康),Leica RM 2245 石蜡切片机,UV2100 型紫外可

见分光光度计,TGL-10B 高速台式离心机.

2. 3　 染毒实验

鱼类染毒采用静态水质接触染毒法. 试验先根

据文献(魏复盛等,2002)进行氟化钠对鲤鱼的 96 h
急性 毒 性 实 验, 得 到 96 h-LC50 值 为 321． 583
mg·L - 1 . 以保证受试鱼体不死亡为前提,并结合环

境中氟浓度变化, 故试验浓度的选择在 96 h-LC50值

的 1 / 2 以下,配制的终浓度分别为 0、40、80、120 和

160 mg·L - 1,每个浓度设 2 个平行组. 在体积为

200 L的水族箱中分别配制上述各浓度的试验液

120 L. 每个水族箱中随机放入鲤鱼幼鱼 50 尾. 试验

时每天更换试验用水 1 / 2,以使试验期间浓度基本

一致. 期间用充气泵连续充气,每天定时投喂饵料,
水温控制在(23 ± 1) ℃,自然光照.
2. 4　 MDA、SOD、GSH 和蛋白测定

在染毒后的 30、60、90 d,分别从每个浓度平行

样本中随机抽取试验鱼各 5 尾,擦干表面后取出脑,
用冰生理盐水(0. 86% )清洗血液,滤纸吸干,迅速

称取适量置于试管中;然后加入冰生理盐水,使质

量体积比为 1 ∶ 10(g·mL - 1),并用高速匀浆器匀浆,
按照试剂盒要求制备上清液,测定参考试剂盒使用

说明书进行,所有指标当天测定完毕. 一个 SOD 活

力单位(U)是指每 mg 组织蛋白在 1 mL 反应液中

SOD 抑制率达到 50%时所对应的 SOD 量.
2. 5　 鲤鱼脑组织显微切片的制备

在染毒 90 d 后从每个浓度平行样本中随机抽

取试验鱼各 2 尾,擦干表面后取出脑. 用 4%多聚甲

醛固定,按常规方法制作石蜡切片,H. E 染色,光镜

观察.
2. 6　 细胞凋亡和 Bcl-2 蛋白表达的测定

按 2. 5 节方法制作石蜡切片,其他按照 TUNEL
法试剂盒和 SABC 法试剂盒上的要求进行操作,最
后制备好的切片用于细胞凋亡和 Bcl-2 蛋白表达的

分析.
2. 7　 分析方法

细胞凋亡结果分析:细胞核中有棕褐色颗粒者

为阳性细胞. 凋亡指数(Apoptotic Index,AI)计算方

法:每组选择 3 张切片,光镜下每张切片随机数 5 个

视野,分别计算凋亡细胞数和总细胞数,AI 为凋亡

细胞数与总细胞数之比. 免疫组化阳性结果分析:
Bcl-2 阳性反应结果为胞浆、核膜呈棕黄色染色,不
着色者为阴性.

高倍镜下(400 倍),每片随机取 5 个视野,每个

视野计 100 个细胞,计算阳性细胞数, 阳性率为阳
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性细胞数与总细胞数之比. 采用 SPSS13. 0 软件对数

据进行统计分析,试验结果以平均值 ± 标准误差

(Mean ± SD)表示.

3　 结果 (Result)

3. 1　 氟化钠对鲤鱼脑组织氧化系统的影响

3. 1. 1　 SOD 活性变化 　 由图 1 可见,氟化钠染毒

30 d 时,染毒组脑组织 SOD 活性与对照组相比呈先

升后降的趋势,但染毒组与对照组之间无显著差

异. 染毒 60、90 d 时,与对照组相比,染毒组 SOD 活

性呈现逐渐降低的趋势. 染毒 60 d 时,与对照组比,
除 160 mg·L - 1组有显著性差异外,其他各组均无差

异. 染毒 90 d 时,与对照组比,除 120、160 mg·L - 1组

有显著性差异外,其他各组均无差异. 对比实验结

果表明,相同处理浓度下,随着时间的延长 SOD 活

性表现为下降趋势,相同时间不同浓度表现有所

差异.

图 1　 氟化钠对鲤鱼脑组织 SOD 活性的影响(与对照组相比∗ p

< 0. 05,∗∗p < 0. 01,下同)
Fig. 1　 Effects of NaF on SOD activity of brain tissue of common

carp　

图 2　 氟化钠对鲤鱼脑组织 GSH 含量的影响

Fig. 2　 Effects of NaF on GSH contents of brain tissue of common
carp

3. 1. 2 　 GSH 含量变化 　 由图 2 可见,氟化钠染毒

30 d 时,脑组织 GSH 含量与对照组相比呈先升后降

的趋势,其中, 160 mg·L - 1组 GSH 含量显著低于对

照组(p < 0. 05). 氟化钠染毒 60、90 d 时,脑组织

GSH 含量与对照组相比呈下降趋势. 其中,60 d 时,
120、160 mg·L - 1 组的 GSH 含量显著低于对照组

(p < 0. 01). 90 d 时,除 40 mg·L - 1 组外,其他各组

GSH 含量均显著低于对照组(p < 0. 05,p < 0. 01).
3. 1. 3　 MDA 含量变化 　 由图 3 可知,在整个染毒

过程中脑组织 MDA 含量呈上升趋势. 30 d 时,所有

染毒组 MDA 含量高于对照组,但无显著差异. 60 d
时,160 mg·L - 1组 MDA 含量显著高于对照组( p <
0. 05),而其他各组差异不显著. 90 d 时,40、80
mg·L - 1组与对照组相比无显著差异,120 mg·L - 1组

(p < 0. 05)和 160 mg·L - 1组(p < 0. 01)的 MDA 含量

显著高于对照组.

图 3　 氟化钠对鲤鱼脑组织 MDA 含量的影响

Fig. 3　 Effects of NaF on MDA contents of brain tissue of
Common Carp

3. 2　 氟化钠染毒后鲤鱼脑组织显微观察结果

对照组鲤鱼脑组织结构清晰,灰质、白质和网

状结构分界明显. 灰质在表面,由神经元的细胞体

及其突起、神经胶质细胞、无髓神经纤维和少量有

髓神经纤维等构成;白质在深部,由有髓神经纤维

与神经胶质构成;网状结构中有许多神经纤维纵横

交织,其间散在大小不等的神经元胞体(图 4a).
40 mg·L - 1染毒组鲤鱼脑组织结构比较完整,灰

质白质等各层结构也分界明显,与对照组相比神经

胶质细胞增多, 其他变 化 不 明 显 ( 图 4b ). 80
mg·L - 1染毒组鲤鱼脑组织与对照组相比分子层出

现少数由聚集、溶解的红细胞组成的微血栓,个别

为小血栓,还可见胶质细胞局灶性增生,聚集成胶

质小结(图 4c,箭头所示). 120 mg·L - 1染毒组鲤鱼

脑组织与对照组相比脑组织分子层细胞代偿性增

生、排列杂乱,颗粒层细胞总体变少,细胞层变薄,
局部排列疏松,固有结构消失(图 4d, 箭头所示).
160 mg·L - 1染毒组鲤鱼脑组织颗粒层细胞进一步变

少、变薄,排列疏松,分子层进一步增生且伴有水
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肿,细胞核移向一边,部分细胞核固缩、核溶解(图 4e,箭头所示).

图 4　 氟化钠对鲤鱼脑组织显微结构的影响(a. 对照组, × 100; b. 40 mg·L - 1组, × 400;c. 80 mg·L - 1组, × 400; d. 120 mg·L - 1组, × 400;

e. 160 mg·L - 1组, × 400)

Fig. 4　 Effects of NaF on microscopic structure of brain tissue of common carp(a. Control group, × 100; b. 40 mg·L - 1, × 400; c. 80 mg·L - 1, ×

400;d. 120 mg·L - 1, × 400; e. 160 mg·L - 1, × 400)

3. 3　 鲤鱼脑细胞 Bcl-2 表达及凋亡检测结果

3. 3. 1 　 Bcl- 2 表达 　 SABC 法显示,对照组脑细胞

Bcl-2 表达比较强,氟化钠染毒后,随染毒浓度加大,

Bcl-2 表达呈减弱趋势. 经计算阳性率,与对照组比

较,120、160 mg·L -1 组与对照组比较有显著性差异

(p <0. 05),其他各组无差异(p >0. 05)(图 5、表 1).

图 5　 各组鲤鱼脑组织 Bcl-2 表达情况 SABC 染色(a. 对照组;b. 40 mg·L - 1组; c. 80 mg·L - 1组;d. 120 mg·L - 1组;e. 160 mg·L - 1组;➝为阳

性细胞; × 400)

Fig. 5　 The expression of Bcl-2 in brain tissue of carp, SABC(a. Control group; b. 40 mg·L - 1 group; c. 80 mg·L - 1 group; d. 120 mg·L - 1 group;

e. 160 mg·L - 1 group;arrow stands for positive cells; × 400)
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表 1　 各组鲤鱼脑细胞 Bcl-2 表达及凋亡检测结果

Table 1　 Apoptosis and Bcl-2 expression of brain tissue of carp

剂量 / (mg·L - 1) AI Bcl-2 阳性率

0 1. 83% ±0. 84% 4. 42% ±0. 54%

40 2. 83% ±0. 84% 4. 63% ±0. 55%

80 3. 62% ±0. 89% ∗ 4. 04% ±0. 71%

120 6. 62% ±1. 14% ∗∗ 3. 42% ±0. 55% ∗

160 9. 21% ±0. 84% ∗∗ 2. 82% ±0. 45% ∗∗

　 　 注:与对照组相比∗p < 0. 05,∗∗p < 0. 01.

3. 3. 2　 TUNEL 法检测脑细胞凋亡　 TUNEL 法检测

显示,对照组脑组织有很少的细胞凋亡,氟化钠染

毒后,不同染毒组细胞凋亡率呈增加趋势. 与对照

组比较,除 40 mg·L - 1组差异不显著外(p > 0. 05),
其他各组与对照组相比均有显著性差异(p < 0. 05)
(图 6、表 1).

图 6　 TUNEL 法检测各组鲤鱼脑组织细胞凋亡情况 (a. 对照组; b. 40 mg·L - 1组;c. 80 mg·L - 1组; d. 120 mg·L - 1组; e. 160 mg·L - 1组;
➝为阳性细胞; × 400)

Fig. 6　 Detection of Apoptosis by the TUNEL Assay(a. Control group; b. 40 mg·L - 1 group; c. 80 mg·L - 1 group; d. 120 mg·L - 1 group; e. 160

mg·L - 1 group; arrow stands for positive cells; × 400)

4　 讨论 (Discussions)

氟是化学性质极活泼的元素,机体摄入过量氟

后,氟可直接攻击氧,干扰氧代谢,导致氧自由基增

多. 同时,氟也可能攻击构成抗氧化酶的微量元素,
使抗氧化酶活性下降,同样导致氧自由基增多. 自
由基会攻击细胞膜,引起细胞膜发生脂质过氧化而

生成脂质过氧化物(LPO), 最终导致整个细胞功能

失常、基因突变、蛋白质交联,甚至会造成细胞死

亡. 脑组织神经细胞生物膜富含不饱和脂肪酸. 不
饱和脂肪酸是自由基最易攻击的底物,易引起脂质

过氧化,而脑组织又是耗氧量最多的器官,容易产

生活性氧,导致脑组织是氟中毒时自由基损害最明

显的器官(许晓路等,2001). 生物体在活性氧自由

基反应引起氧化损伤过程中,并非处于被动受攻击

状态,而是存在一套完备的抗氧化系统,其中,抗氧

化物质起着重要作用(陈家长等, 2008).
超氧化物歧化酶( SOD)是生物体内非常重要

的抗氧化防御性功能酶,可与还原谷胱甘肽(GSH)
等一起,清除机体产生的自由基. 因而其在生物体

的抗氧化防御系统中占有重要地位. 本实验结果表

明,相同处理浓度下,随处理时间的延长 SOD、GSH
活性总体表现为抑制趋势. 这可能是因为随着氟化

钠染毒时间的延长导致受试鱼体内产生的自由基

超出了 SOD、GSH 的清除能力,从而造成组织细胞

的损伤,使 SOD、GSH 活性降低. 许多研究表明,在
抗氧化系统中,对污染物反应敏感的酶的活力或活

性物质的含量在低浓度污染物胁迫下表现为诱导

升高,随着污染物浓度不断提高或暴露时间的延

长,则形成了毒害,酶的活力或活性物质的含量也
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随之下降(马晓燕等, 2007;吴伟等, 2006). 本实验

中发现,SOD、GSH 也有相同情况,当染毒 30 d 时,
SOD、GSH 活性均表现为先升高后降低的趋势.

MDA 作为 LPO 的降解产物,是反映机体氧化

应激损伤的最具有代表性的指标之一. 一些学者认

为氟中毒可能与脂质过氧化作用有关(杨凤山等,
1999; 边建朝等, 1997). 本研究发现氟化钠对鲤鱼

脑组织有较强的诱导脂质过氧化的能力,MDA 含量

在不同时间的各个氟暴露浓度组都呈上升趋势,这
与之前学者(许晓路等,2001)关于氟对小鼠脑 MDA
含量影响的趋势不一致,这可能是因为鱼类属于低

等动物而小鼠属于哺乳动物. 试验结果说明各个浓

度的氟化钠都已经对鲤鱼脑组织造成了氧化胁迫.
结合 SOD、GSH 活性和 MDA 含量的变化,说明氟化

钠能对鲤鱼脑组织造成氧化损伤.
从本实验显微照片可以看出,随着氟化纳浓度

的加大脑组织损伤加重. 这与抗氧化系统的变化存

在一致性. 细胞凋亡是机体的一种生理机制,在维

护机体内环境稳定方面发挥着极为重要的作用,但
过高或过低的凋亡都会对机体产生不利的影响. 本
次实验结果显示,与对照组比较染氟组鲤鱼脑细胞

凋亡率呈升高趋势,且在 80、120、160 mg·L - 1组有

显著差异,说明一定剂量的氟化钠可诱导鲤鱼脑细

胞凋亡,这与已有的研究一致(邢德利等, 2006;王
爱国等, 2002). 细胞凋亡调控基因中最受关注的就

是 Bcl-2 家族,Bcl-2 蛋白是一种膜整合蛋白,广泛

存在于线粒体、核膜、内质膜上,具有离子通道和停

靠蛋白的双重功能,它具有抑制凋亡的作用. 本实

验 SABC 法结果表明,随氟化钠浓度的加大,Bcl- 2
表达减弱,而同时细胞凋亡率升高,所以 Bcl-2 表达

下降可能与氟化钠具有凋亡诱导作用有关. 实验结

果显示,暴露 90 d 时随着氟化钠暴露剂量的增大,
鱼脑细胞凋亡率的增加与 MDA 水平的升高呈正相

关关系( r = 0. 9968),而 Bcl- 2 的表达减弱与 SOD、
GSH 活性呈正相关关系( r = 0. 9198,0. 9889),由此

认为一定浓度的氟化钠可引起鲤鱼脑细胞出现氧

化应激,而氧化应激可诱导鲤鱼脑细胞凋亡,但其

分子机理还有待进一步深入研究.

5　 结论 (Conclusions)

本研究结果表明, 随着氟浓度的升高, 鲤鱼脑

组织中的 SOD、GSH 水平受到抑制,脑细胞凋亡率

与 MDA 水平升高,Bcl- 2 表达水平降低,组织病理

变化加重. 说明氟能造成鲤鱼脑组织损伤,且损伤

程度与氟浓度有一定的剂量-效应关系. 该研究结

果可为氟的安全性评价提供一定参考.
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