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印楝素对鱼的毒性及在鱼类寄生虫病防治上的应用

吴　伟3 ,　朱小惠33

(中国水产科学研究院 淡水渔业研究中心,江苏 无锡 214081)

摘要: 为探讨印楝素作为鱼用杀寄生虫药物开发的可能性, 选用 ISO 推荐的斑马鱼B rochy d a ino

rerio为试材研究了印楝素对鱼的急性毒性。印楝素对斑马鱼 48 h 和 96 h 的L C50值分别为 41. 9和

23. 3 m göL ,属中低毒鱼药。采用安全系数 0. 1,印楝素对鱼的安全浓度为≤2. 3 m göL。采用鲤鱼

Cyp rinus carp io L inn. 鱼种为试材,研究了印楝素对鲤鱼外周血细胞微核产生率的影响。试验表明

印楝素不会诱导鲤鱼外周血细胞染色体突变产生微核,可认为其对养殖鱼类没有致突变性。在研究

了印楝素对鱼类安全性的基础上,将其应用于鱼类寄生虫病——车轮虫病 T richod ina sp. 的防治,

在鱼的安全浓度范围内,印楝素对车轮虫具有良好的杀灭作用,且呈一定的剂量2效应关系,表明印

楝素具有较好的鱼用杀虫药物开发前景。
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鱼类寄生虫病是鱼类养殖业中的主要病害之一,其流行区域广、时间长,可引起鱼的大量

死亡。以往水产养殖上使用农药、重金属盐类防治鱼类寄生虫病效果不错,但随着使用时间的

推移,抗药性不断显现。同时这类药物对水产生物具有蓄积残留效应,可引发水产品质量问题。

当前大力推广的健康无公害水产养殖模式迫切需要寻求一种新型的无公害防治药物。

印楝素是从楝科植物印楝A z ad irach ta ind ica A. Ju ss中提取的三萜化合物,属于高度氧

化的柠檬素类。印楝素对昆虫具有拒食、忌避、调节生长和绝育等多种作用,在农业上作为杀虫

剂使用已取得了良好的效果,是目前世界上公认的较为理想的植物源农药[1 ]。但印楝素作为鱼

类寄生虫病防治药物在水产养殖业上的应用至今还未见报道。为此作者对印楝素进入水体环

境后可能对鱼类造成的毒理效应进行了研究,并对其在鱼类寄生虫病防治上的应用作了初步

探讨,以期为鱼用药物的开发提供新思路。

1　材料与方法

1. 1　材料

试验用印楝素由云南中科生物产业有限公司提供,纯度为 15. 25% ,试验前用DM SO 溶

解后配成浓度为 200 m göL 的溶液。试验鱼类为斑马鱼B rochy d a ino rerio 和当年生鲤鱼

Cyp rinus ca rp io L inn. 鱼种, 均由本单位试验场提供。试验用病鱼为感染车轮虫的鲫鱼

Ca rassius au ra tus L inn. 鱼种,取自江苏省大丰某渔场,经镜检鱼类鳃瓣每个视野车轮虫的感

染强度超过 20个虫体。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　鱼类急性毒性试验　采用静态的鱼类急性毒性试验法[2 ]。试验用水为曝气除氯的自来
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水, pH 7. 2,DO≥5 m göL ,硬度为 8. 5德国度,试验水温为 (20±1)℃。供试鱼采用 ISO 推荐的

斑马鱼,经筛选和暂养 10 d 以上,自然死亡率低于 10%。试验前每天投饵,试验时为防止饵料

与试验材料发生反应而禁食。试验前用重铬酸钾作为参考毒物对试验进行质量控制。参考试

验结果显示,重铬酸钾对斑马鱼 24 h 的L C 50值为 251 m göL ,在 200～ 400 m göL 的允许范围之

内,表明这批鱼类毒性试验的用鱼是合格的。将印楝素溶液按等对数间距配制成不同浓度的试

验液 3 000 mL , 每个浓度放入试验鱼 10 条, 总计 6 个浓度组, 另设空白对照组和溶剂

(DM SO )对照组, 观察 0～ 96 h 内鱼类的死亡情况, 用 U SEPA 提供的 Spearm an2Kaβrber

M ethod 模型求出印楝素对鱼类的L C50值[3 ]。

1. 2. 2　鱼类的微核试验　选用当年生体重为 200 g±10 g 的鲤鱼鱼种为材料,雌雄各半,以

1ö20～ 1ö100 L C50的值来选择染毒剂量,以保证染毒鱼类存活。同时设空白对照、溶剂对照和

阳性物 (环磷酰胺, CP)对照。染毒方式为鱼体胸鳍基部腹腔注射染毒一次。经 24 h 后抽取尾

静脉血,快速制成血涂片。经甲醇固定, Giem sa 染色,在高倍镜下计数,每片计数 5 000个红细

胞,进行鱼类外周血微核的分析,以“‰”表示微核的产生率[4 ]。

1. 2. 3　鱼类寄生虫的杀灭试验　采用静态室内试验法,在一组水族箱中放入曝气除氯的自来

水,有效体积为 50 L , pH 7. 2,DO≥5 m göL ,硬度为 8. 5德国度,试验水温为 (28±1)℃。将感

染寄生虫的病鱼移入水族箱中,每箱 10条。试验设置 4个浓度组,另设空白对照和溶剂对照

组。用药后连续观察 3 d,以寄生虫的生存情况来反映药物的杀虫活性。

2　结果与讨论

2. 1　印楝素对鱼类的急性毒性效应

印楝素对斑马鱼的急性毒性试验结果 (见表 1)表明,印楝素对斑马鱼的 48、96 h L C50值分

别为 41. 9和 23. 3 m göL ,而在相同的试验条件下,空白对照和溶剂对照 (DM SO )对受试鱼类

均无急性毒性。根据毒物对鱼类毒性的分级标准[2 ] ,印楝素对鱼类的毒性为中等偏低。采用安

全系数为 0. 1,则印楝素对鱼的安全浓度为≤2. 3 m göL。因印楝素为植物提取物,且对鱼的毒

性低,故适宜在无公害水产养殖中作为杀虫剂使用,有取代剧毒农药和硫酸铜等常见鱼用杀虫

药物的可能性,为健康水产养殖用药提供新途径。

T ab le 1　A cu te tox icity of azadirach t in to B rochy d a ino rerio

Concen tra t ion

öm g·L - 1

D eath rate (% )

48 h 96 h

L C50öm g·L - 1

48 h 96 h

0 0 0

5 0 0

9 0 10

16 20 30

28 20 60

39 40 70

50 70 90

41. 9
(31. 9～ 55. 1)

23. 3
(17. 3～ 31. 4)

　　3 T he resu lt in tab le 1 w as the average resu lt of th ree tests. T he sam e as in the fo llow ing tab le.
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2. 2　印楝素对鱼类的微核效应

Hooftm an 等最早将微核测试法应用于鱼类[5 ] ,陈丽玑等 1983年认为鱼类微核率可以迅

速、可靠地反映机体染色体损伤、DNA 复制紊乱等异常状态,具有实用价值[6 ]。故本试验采用

鱼类微核试验方法来检测印楝素可能给鱼类所带来的遗传毒性。印楝素对鲤鱼鱼种的微核试

验结果见表 2。

T ab le 2　R esu lt of the m icronucleu s of carp induced by azadirach t in

Samp le Do seöm g·kg- 1 T he analyzed cells
T he rate of

the m icronucleus (‰)

azadirach tin 0 5 000 0. 80±0. 11

0. 2 5 000 0. 72±0. 25

0. 4 5 000 0. 80±0. 18

0. 6 5 000 0. 90±0. 07

0. 8 5 000 0. 74±0. 32

DM SO 0. 4 5 000 0. 80±0. 06

0. 6 5 000 0. 72±0. 12

0. 8 5 000 0. 80±0. 21

CP 0. 32 5 000 10. 30±0. 23

0. 12 5 000 7. 60±0. 18

由表 2 可以看出,印楝素从低到高的 4 个剂量组诱发鲤鱼鱼种外周血细胞的微核率为

0. 8‰左右。采用统计检验,经与空白对照组相比, P 值> 0. 05,表明其与对照组的试验结果无

显著性差异, 即印楝素对鱼类没有致突变活性, 不会引发鱼类产生基因突变。溶剂对照组

(DM SO )同样无致突变性。与此同时,已知致突变阳性物环磷酰胺 (CP)的两个浓度组的微核

率高达 7. 6‰～ 10. 3‰,经统计与对照组和印楝素组的差异十分显著 (P < 0. 01)。微核试验表

明,印楝素作为一种天然水体的外来化学物质,其长期使用后不会导致鱼类的遗传物质发生改

变,不会引起鱼类种质和资源发生衰退,可作为鱼用药物进行研制和开发。

2. 3　印楝素对鱼类寄生虫的杀灭作用

车轮虫病 T richod ina sp. 是鱼类寄生虫病中的主要种类。车轮虫属于原生动物,个体较

小,因形似车轮而得名。能引起鱼类车轮虫病的车轮虫约有 10多种,如显著车轮虫 T. nobilis

Chen、杜氏车轮虫 T. d om erg uei (W allengren)和微小车轮虫 T. m inu ta Chen 等[7 ]。车轮虫主

要寄生在海、淡水鱼类的表皮、鳃及鼻孔内。病鱼因受虫体寄生的刺激,可引起组织发炎,分泌

大量粘液,在体表和鳃部形成一层粘液层,鱼体消瘦发黑,游动缓慢,呼吸困难直至死亡。该类

寄生虫病在全国各地均有流行,适宜水温为 20～ 28℃,每年 4～ 7月最为流行,以直接接触而

传播,鱼苗、鱼种均可感染,死亡率极高。离开鱼体的车轮虫,能在水中游泳,转移寄生宿主。此

病没有特效药物防治,目前主要用硫酸铜、农药类药物进行治疗,因此寻求一种既能有效防治

车轮虫病又对养殖鱼类无害的药物一直是广大水产养殖业者的目标。由于印楝素对鱼类的毒

性较低,经细胞微核的遗传毒理学测定表明其对鱼类没有致突变效应,且其具有拒食、调节虫

体生长和发育等作用特点,因此可用来防治鱼类车轮虫病。印楝素防治鱼类车轮虫病的试验结

果见图 1。
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F ig. 1　Effect of azadirach tin to the fish disease by T richod ina sp.

由图 1可以看出,试验 3 d 后,空白对照和溶剂对照组鱼鳃上的车轮虫数目未见变化,而

印楝素各处理组的车轮虫数目则有一定变化,且这种变化与印楝素的浓度呈一定的关系。3 d

后, 0. 2 m göL印楝素处理组病鱼鳃上的车轮虫数减少了 40% , 0. 4 m göL 处理组车轮虫数减少
了 60% , 0. 6 m göL 处理组车轮虫数减少了 75% , 0. 8 m göL 处理组车轮虫数减少了 92% ,表

明车轮虫数的减少与印楝素的浓度呈正相关。对养殖水体的检查可发现,低浓度处理组虽然鱼

鳃上的车轮虫数减少了,但虫体从鱼上脱落后还存于水中未死,虫体四周的纤毛仍在运动; 而

高浓度处理组水体中虫体纤毛已停止运动,胞腔萎缩,失去了附着能力,绝大部分虫体已死亡。

由此可见,印楝素对鱼类寄生虫有一定的触杀作用,其具有较强的细胞渗透性,对鱼体上寄生

的车轮虫有良好的杀灭作用。

近年来,虽然印楝素的应用有了一定的发展,但由于成本、使用量和效果等限制,使其在种

植业上的使用受到限制。而将其用于水产养殖业,解决了水产业对无公害药物的需求,同时拓

宽了印楝素的使用范围。本研究旨在引起水产和农药研究者对印楝素渔用效果的关注,仅为在

此方面的初探,尚需对印楝素杀灭鱼类寄生虫的机理、开发为渔药并扩大应用范围、印楝素与

其他药物复配以提高效价以及印楝素对鱼类生理生化的影响等作进一步的研究。
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Tox ic Effects on F ishes and Appl ica tion on the Parasit ic
D iseases Con trol by Azad irachtin
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Abstract: T he tox ic effects of azadirach tin on fishes w ere studied. T he resu lts show ed that azadirach tin had

low er acu te tox icity to B rochy d a ino rerio. T he L C50 of B rochy d a ino rerio by azadirach tin after tested 48 h and

96 h w as 41. 9 and 23. 3 m göL , respectively. T he safe concen tra t ion to B rochy d a ino rerio w as 2. 3 m göL. T he

m icronucleus test of carp w ith azadirach tin indicated that azadirach tin had no m utation activity to the fishes,

so azadirach tin cou ld be considered non2m utagen. A t the sam e tim e, azadirach tin w as used in con tro l the

parasit ic diseases on fishes w h ich caused by T richod ina sp. . D uring the safe concen tra t ion to fishes, the

better effects on the con tro lling of parasit ic diseases w ere ach ieved and there w as a rela t ionsh ip betw een the

efficacy and the concen tra t ion of azadirach tin. T he resu lts a lso show ed that azadirach tin had a good p ro spect

to be used as an agen t fo r con tro lling the parasit ic diseases of fishes.

Key words: azadirach tin; fishes; tox ic effect; parasit ic diseases
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