
第40卷第1期 河 北 科 技 大 学 学 报 Vol.40,No.1

2019年2月 JournalofHebeiUniversityofScienceandTechnology Feb.2019

􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇􀪇
  文章编号:1008-1542(2019)01-0038-07 doi:10.7535/hbkd.2019yx01006

土霉素废水对斑马鱼的生物毒性效应研究
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石家庄 050018)

摘 要:为了明确土霉素废水的生物毒性效应,采用暴露实验方法,研究了土霉素废水对斑马鱼的

毒性效应。结果显示:对斑马鱼而言,土霉素废水属于低毒物质,斑马鱼暴露3~9d时,其SOD活

性和POD活性受到不同程度的抑制,12d时受到显著诱导(0.01<P<0.05),20%体积浓度组

SOD活性达到最大值(194.05U/mgprot),60%体积浓度组POD达到最大值(2.72U/mgprot),

15d时均恢复至对照组水平;SOD活性与POD活性具有一定相关性,各体积浓度组 MDA含量整

体呈“Λ”型变化趋势,80%体积浓度组在第15d达到最大值(5.41nmol/mgprot);斑马鱼肌肉组

织中γ-H2AX含量呈现升高趋势,并在第15d时40%体积浓度组表现为极显著性(400.02ng/L,

P<0.01),为对照组的1.57倍,表明斑马鱼肌肉细胞中的DNA受到一定程度的损伤。因此,斑马

鱼对土霉素废水的氧化应激可能是造成DNA损伤的机制之一,对其生物毒性进行探讨,可为进一

步研究土霉素在水环境中的生态毒性效应提供科学根据。
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Abstract:Inordertoclarifythebiotoxiceffectsofoxytetracyclinewastewater,thetoxicityeffectsofoxytetracycline
wastewateronzebrafisharestudiedbyexposuretest.Theresultsshowthatoxytetracyclinewastewaterisalowtoxicsubstance
tozebrafish.TheSODactivityandPODactivityofzebrafisharedifferentlyinhibitedat3~9d.At12d,SODactivityandPOD
activityaresignificantlyinduced(0.01<P<0.05).TheSODactivityof20%volumeconcentrationgroupreachesthemaximum
(194.05U/mgprot),andthePODof60%volumeconcentrationgroupreachesthemaximumvalue(2.72U/mgprot).The
SODactivityandPODactivityalmostreturnstocontrolvaluesat15d.Inaddition,thereissignificantcorrelationbetweenSOD
activityandPODactivityinresearch.TheMDAcontentshowsa"Λ"trendineachvolumeconcentrationgroup,andthe80%
volumeconcentrationgroupreachesthemaximumvalue(5.41nmol/mgprot)at15d.Thecontentofγ-H2AXshowsarising
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trendinzebrafishmuscletissue.At15d,the40%volumeconcentrationgroupshowsextremelysignificant(400.02ng/L,P<

0.01),whichis1.57timesthatofthecontrolgroup.TheDNAofzebrafishmusclecellshasbeendamagedinacertaindegree.

Thisstudyshowsthatoxytetracyclinewastewaterisalowtoxicsubstancetozebrafish,andtheoxidativestressofzebrafishto

oxytetracyclinewastewatermaybeoneofthemechanismscausingDNAdamage.Thebiologicaltoxicityofoxytetracyclinecan

provideascientificbasisforfurtherstudyoftheecotoxicityeffectofoxytetracyclineinwaterenvironment.

Keywords:environmentaltoxicology;oxytetracyclinewastewater;zebrafish;superoxidedismutase;malonaldehyde;DNA
damage

  作为一种高效药物,抗生素近年来被广泛用于治疗人和动物疾病[1]。据统计,全球抗生素的年使用量为

10万~20万t,其中60%的抗生素由中国生产。中国是生产和使用抗生素的大国,土霉素产量居世界第

一[2-4]。生产土霉素需经过菌种发酵和提取精制,生产过程中产生大量废水,生产1t土霉素废水排放量平

均为1.3t[5]。根据中国环境保护方面的相关规定,抗生素类制药企业需要在厂内配备污水处理系统,生产

废水经处理达标后才能排入市政管网。大部分制药厂对土霉素生产废水采用生化法处理,经此方法处理后

虽然BOD,COD及氨氮等污染物可以达标排放,但其中仍有土霉素残留。据报道:美国2个污水处理厂的

抗生素去除率分别为23%和72%,中国3个污水处理厂对抗生素的去除率为56%~70%[6-7],WATKIN-
SON等[8]在澳大利亚监测的污水处理厂的抗生素质量浓度高达65μg/L。沈洪艳等[9]采用暴露实验方法

研究了不同体积比链霉素生产废水对锦鲤鱼抗氧化酶和 MDA含量的影响,结果表明,处理后的链霉素废水

低浓度长期暴露会对锦鲤鱼的抗氧化系统造成伤害。吴志刚等[10]研究了处理后的青土霉素废水对锦鲤鱼

的抗氧化酶活性和 MDA含量的影响,同样得到了青土霉素废水会对锦鲤鱼抗氧化系统造成伤害的结论。
蔡梦婷等[11]以土霉素纯品和重金属复合为实验材料,探讨了抗生素-重金属复合暴露的水生态毒性。闻洋

等[12]研究了88%盐酸土霉素纯品对斑马鱼的急性毒性及氧化应激的影响,发现该土霉素纯品为低毒物质。
目前,关于土霉素对水生生物的毒性研究主要集中在土霉素纯品,对土霉素废水的毒性效应研究相对匮

乏,研究处理后的土霉素废水对斑马鱼的毒性效应具有重要的现实意义。笔者通过暴露实验,检测斑马鱼的

抗氧化酶活性、MDA含量和DNA损伤,明确处理后的土霉素废水对水生生物的毒性,并为进一步研究土霉

素在水环境中的生态毒性效应提供科学根据。

1 材料与方法

1.1 主要仪器设备

紫外可见分光光度计(UV-2550,日本岛津公司);酶标仪(SpectraMax190,美国美谷分子仪器有限公

司);高速离心机(TG16-WS,湖南湘仪实验室仪器开发有限公司);水浴锅(DK-S26,上海精宏实验设备有

限公司);漩涡混合器(XW-80A,上海米青科实业有限公司);高纯水蒸馏器(SYZ-A,江苏金坛市宏华仪器

厂);溶解氧测定仪(JPBJ-608,上海精密科学仪器有限公司);酸度计(FE20,梅特勒-托利多仪器上海有限

公司);低温冰箱(海尔BBC-226STV);分析天平(EL204,梅特勒-托利多仪器上海有限公司);水硬度计

(YD300)等。

1.2 水样和试剂

土霉素废水,取自某药厂污水处理厂二沉池出水。
考马斯亮兰,MDA,SOD,POD试剂盒,均从南京建成生物研究所购买;磷酸化组蛋白H2AX(γ-H2AX)

试剂盒,从上海卡努生物科技有限公司购买;pH值为7.4的磷酸缓冲溶液(PBS),购买于试剂公司自行调

试;0.9%生理盐水,购自河北省水利医院;冰乙酸、无水乙醇,两者均为分析纯。

1.3 受试生物

选用斑马鱼(Daniorerio)为受试生物,购买于上海博舜生物科技有限公司。斑马鱼体长为(25.05±
0.40)mm,体重(0.20±0.05)g,选择同批次、规格整齐、体色光泽、鱼鳍完整舒展的斑马鱼。将斑马鱼采用

5%(质量分数,下同)的食盐水进行消毒处理后送入实验室,之后放入48h曝气的脱氯自来水中驯养1周,
实验用水符合GB11607—1989《渔业水质标准》,整个驯养过程中斑马鱼的死亡率小于5%。实验前24h对

斑马鱼停止喂食,且整个实验期间也不喂食。
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1.4 方法

根据《水和废水监测分析方法》中的鱼类毒性实验方法开展土霉素废水对斑马鱼的预实验[13]。在预实

验中,斑马鱼暴露于100%体积浓度的土霉素废水96h后无死亡现象。因此,预实验没有获得土霉素废水对

斑马鱼的24h绝对致死浓度(24hLC100)和96h的无死亡浓度(96hLC0)。根据中国鱼类急性毒性实验的

分级标准,确定土霉素废水对斑马鱼属于低毒物质,可直接进行亚急性毒性实验。
采用浸浴染毒法[14]进行亚急性毒性实验,设定20%,40%,60%,80%4个体积浓度组和一个空白对照

组,每组体积浓度设置3个平行,土霉素废水用脱氯自来水进行稀释,配成不同体积浓度的实验溶液。在5L
玻璃鱼缸中分别加入4L实验溶液,将在实验室驯养7d以上的斑马鱼放入各浓度组中,每组投放25尾斑

马鱼,暴露15d,每3d测一次生化指标。

1)实验条件

实验溶液pH值维持在7.4~7.6,水温控制在(22±1)℃,总硬度为100mg/L;溶解氧含量不小于

5mg/L。实验期间须连续曝气,并进行遮光处理,为了保证废水的体积浓度一致,每隔24h更换实验溶液1
次;每天测定1次水温、pH值、硬度及溶解氧含量等实验溶液的基本指标。

2)样品处理

每次测试前从相应体积浓度组中取3条实验鱼,快速解剖并取肌肉组织(0.1~0.2g),在预冷的0.86%
生理盐水中进行漂洗,用滤纸拭干,准确称量待测组织质量后放入匀浆器中。用移液器按1∶9(质量体积

比,g∶mL)量取预冷的0.86%的生理盐水置于匀浆器中,充分匀浆8min,整个匀浆过程在冰水浴中进行。
待组织匀浆充分研碎后,用高速冷冻离心机以3000r/min的转速离心10min,取上清液待测。其中进行γ-
H2AX样本处理时只需将生理盐水替换为pH值为7.4的磷酸盐缓冲溶液(PBS)。

3)测试方法

SOD采用黄嘌呤氧化酶法测定,POD采用愈创木酚比色法测定,MDA采用硫代巴比妥酸(TBA)比色

法测定,γ-H2AX采用双抗体夹心法测定。

4)统计结果

统计结果采用(平均值±标准偏差)表示,用SPSS22对数据进行单因素方差分析,用最小显著差数法

(LSD)对同一天内组间数据进行显著性差异分析。0.01<P<0.05,表示差异显著;P<0.01,表示差异极显

著。使用Origin8.6绘图。

2 结果与讨论

2.1 土霉素废水对斑马鱼肌肉组织SOD活性和POD活性的影响

SOD是生物体内一种保护性酶,具有清除体内自由基、控制脂质过氧化及减轻膜氧化损伤的作用[15-16]。
土霉素废水对斑马鱼肌肉组织SOD活性的影响见图1a)。由图1a)可以看出,第3d时,4个体积浓度组

SOD活性均受到抑制,20%和40%体积浓度组的SOD活性分别达到了实验期间的最小值(40.95U/mg
prot,37.10U/mgprot)。这可能是由于暴露起初鱼体因外来物质的进入,斑马鱼机体用于抵抗土霉素废水

胁迫而产生大量超氧阴离子自由基(O2-),过量的O2-消耗了大量的SOD,使得SOD活性降低,或者自由基

抑制了机体SOD的酶活性,SOD因合成受阻导致活性降低[17]。沈洪艳等[18]在研究头孢噻肟钠对斑马鱼

SOD活性、MDA含量及DNA损伤的影响中发现,实验第3d暴露组均受到了抑制;第6d,抑制水平有所缓

解,这可能是斑马鱼机体正在适应土霉素废水的环境,并且此时斑马鱼体内其他的氧化酶(如GSH等)可能

发挥着作用;第9d,60%体积浓度组受到了显著抑制(0.01<P<0.05),其他3个体积浓度组受到了极显著

抑制(P<0.01),这可能是由于氧自由基在暴露组中过量积累,使得SOD酶活性丧失,或SOD合成受阻;第

12d时,20%和40%体积浓度组的SOD活性突然上升,达到整个实验顶峰(194.05U/mgprot,186.37U/

mgprot),对比对照组达到了极显著性差异(P<0.01),说明低浓度组消除了过量的自由基,SOD活性回升;

60%体积浓度组与对照组无显著差异,这是因为鱼体抗氧化系统与外界胁迫达到了平衡的浓度,80%体积浓

度组还是受到极显著抑制(P<0.01),这是由于该暴露浓度超过了斑马鱼的耐受能力,斑马鱼DNA受到损

伤,阻碍了SOD的合成,造成SOD活性持续下降;第15d,各个暴露组与对照组相比均无显著性差异,SOD
合成增加,活性逐渐恢复,机体恢复到氧化动态平衡。整体来看,暴露前期(3~9d),只有60%体积浓度组在

04



第1期 高 问,等:土霉素废水对斑马鱼的生物毒性效应研究

4

3

2

1

-1
3 6 9 12 15

时间/d

PO
D
活
性
/（
U·

m
g
pr
ot

-1
）

225

180

135

90

45

0
3 6 9 12 15

时间/d

SO
D
活
性
/（
U·

m
g
pr
ot

-1
） 0

20%
40%
60%
80%

b） POD 活性a） SOD 活性

0
20%
40%
60%
80%

图1 土霉素废水对斑马鱼肌肉组织SOD和POD活性的影响

Fig.1 EffectsofpharmaceuticalsewageonSODactivityandPODactivityofzebrafishmuscletissue

第6d对斑马鱼肌肉组织SOD的活性影响显著(0.01<P<0.05),其他暴露组均受到不同程度的抑制,最终

不同体积浓度的土霉素废水暴露组与对照组相比无显著差异。80%体积浓度组SOD持续受到抑制,在实验

后期(12~15d)80%体积浓度组的SOD含量为组间最小值,机体SOD合成受到一定影响,80%体积浓度组

的土霉素废水对斑马鱼肌肉组织造成较大的损伤。刘嫦娥等[19]将蚯蚓暴露在丁草胺和乙草胺中,测得蚯蚓

的SOD活性同样随着暴露时间的延长出现了先诱导后抑制的现象,这种现象可以认为是机体为了防御外来

物质而表现出的自卫反应[20]。

POD是一类氧化还原酶,具有清除过氧化氢、酚类、胺类和醛类的作用。土霉素废水对斑马鱼肌肉组织

的POD活性影响见图1b)。由图1b)可以看出,暴露第3d,不同体积浓度组的POD活性均低于对照组,4
个体积浓度组的POD活性均为极显著抑制(P<0.01),这可能是由于暴露初期土霉素废水诱导机体产生的

氧自由基或在SOD酶的作用下生成过氧化氢,而POD有催化、清除过氧化氢和有机过氧化物的作用[21],从
而使机体内POD及其同工酶消耗,导致POD活性降低,各组反应一致表明了鱼体POD遇到氧化胁迫就会

启动反应机制。第6d,60%体积浓度组的POD活性高于对照组,其他暴露组POD活性均低于对照组,但
无显著性抑制,这可能是外源污染物随着暴露时间的延长对机体产生了轻微刺激,机体POD酶增加以清除

体内的代谢产物,H2O2 和O2-等分解成没有毒性的小分子物质,减轻对细胞的损伤,防止活性氧自由基启

动膜脂过氧化作用来保护细胞生物膜不被破坏[22]。第9d,4个暴露组POD活性与对照组相比均表现出轻

微的抑制作用,说明机体中POD酶仍对H2O2 和O2-发生着消除反应。第12d,20%和40%体积浓度组与

空白对照组相比无明显差异(P>0.05),可能是在低体积浓度暴露组中,机体能够较为正常地产生POD酶

用来消除外来物质的影响;60%体积浓度组与对照组相比,受到了极显著性诱导(P<0.01),达到了实验期

间的最大值(2.72U/mgprot),这可能是由于暴露进入鱼体内的外源污染物达到了一定水平,机体需要产生

更多的POD消耗底物的活性氧自由基。第15d,各暴露组POD活性均低于空白对照组,20%,40%和80%
体积浓度组出现了显著性抑制(0.01<P<0.05),60%体积浓度组出现了极显著性抑制(P<0.01)。李敏
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等[23]研究了链霉素对斑马鱼暴露的影响,在第15d时POD活

性同样出现了显著性抑制,这可能是由于随着时间的延长,暴
露组对鱼体造成了一定的氧化损伤。在暴露期间,所有对照组

POD活性也在发生波动,这是因为POD具有解毒和清除多余

有害物质的作用,这与宋志慧等[24]的研究结果是一致的。

2.2 土霉素废水对斑马鱼肌肉组织 MDA含量的影响(图2)

MDA是生物膜中的不饱和脂肪酸在自由基作用下生成的

一种脂质过氧化代谢产物[25]。由图2可以看出,第3d,与对

照组相比,暴露组的 MDA含量受到不同程度的抑制作用,这
可能是因为鱼体内抗氧化防御系统成分(SOD,POD,GSH,

GST)的参与,较大限度地降低了机体活性氧浓度。第6d,暴
露组 MDA含量与对照组相比,无显著差异(P>0.05)。第

9~15d,与相应对照组相比,暴露组 MDA含量均出现极显著
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性诱导(P<0.01),暴露组 MDA含量均有很大程度的升高。这可能是由于土霉素废水已经进入斑马鱼肌肉

组织内,造成机体内产生大量的活性氧自由基,发生脂质过氧化产生脂质过氧化产物[26]。第9d,20%体积

浓度组达到最大值(4.57nmol/mgprot)。第12d,60%体积浓度组达到实验最大值(5.09nmol/mgprot)。
冯涛等[27]也发现苯并(a)芘对大弹涂鱼肝脏的暴露时间和浓度均对 MDA浓度有显著影响。第15d,与对

照组相比,各暴露组同样受到极显著性诱导(P<0.01),并且80%体积浓度组达到实验最大值(5.41nmol/

mgprot),这说明鱼体内抗氧化系统已经遭受到较大程度的损伤,使得氧自由基增多,与不饱和脂肪酸结合

引起脂质过氧化过程,MDA含量增多却得不到消解,最终导致膜系统严重受损。沈洪艳等[28]也发现高浓度

的链霉素废水对斑马鱼产生了严重的氧化损伤。整体来看,各暴露组在不同时间段 MDA含量整体呈“Λ”
型变化趋势。

2.3 土霉素废水对斑马鱼肌肉组织中DNA的损伤
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人们 普 遍 认 为 DNA 双 链 断 裂 (doublestranded
breaks,DSBs)是最严重的DNA损伤,无论何种因素造成

DSBs,H2AX都会被诱导磷酸化为γ-H2AX与簇集[29],因
此γ-H2AX含量可以成为检测细胞DNA损伤的一个特异

指标。土霉素废水对斑马鱼肌肉组织γ-H2AX含量的影响

见图3。由图3可以看出,第3d,暴露组γ-H2AX含量均低

于对照组,说明在暴露初期土霉素废水就已经对斑马鱼肌肉

组织(SOD活性、MDA含量)产生了一定的机体损伤,正常

的H2AX磷酸化(γ-H2AX)并未及时形成,导致γ-H2AX
含量降低[30]。第6d,除了20%体积浓度组低于对照组外,
其他暴露组γ-H2AX含量均大于对照组,并且40%体积浓

度组受到极显著性差异(P<0.01),60%体积浓度组受到显

著性差异(0.01<P<0.05),这可能是由于DNA双链已经

发生断裂,H2AX为修复DNA损伤发生 H2AX磷酸化,有
实验已经证明γ-H2AX焦点和DSBs在数量上基本上是1∶1的关系[31]。第9d与第6d暴露组相比γ-
H2AX含量相对较少,这可能是经去磷酸化酶催化完成的,DNA断裂的双链修复完成后,γ-H2AX也会去磷

酸化恢复为H2AX,此变化规律基本与DNA双链断裂的产生和修复动力学过程相符合[32]。第12~15d,暴
露组均高于对照组,并且随着暴露时间的延长,暴露组与对照组的差异越显著,到了第15d时,暴露组均产

生了极显著性差异(P<0.01),40%体积浓度组达到实验期间的最大值(400.02ng/L),为对照组的1.57倍。
这可能是由于随着暴露时间的增长,机体产生氧化应激导致DNA损伤加重,H2AX迅速磷酸化,产生大量

的γ-H2AX对DNA进行修复。鱼体细胞遭受到土霉素废水的刺激后,抗氧化系统平衡被破坏,细胞内

ROS大量积累,导致机体产生氧化应激,造成DNA双链断裂。冉茂良等[33]发现氧化应激可以导致DNA链

断裂、DNA双链畸变等形式的DNA损伤。

2.4 指标关系分析

图4 机体抗氧化系统指标机理图

Fig.4 Mechanismdiagramofthebodyantioxidant
systemindex

机体抗氧化系统指标机理见图4。当机体受到外来污

染物攻击时,会发生应激反应,产生大量活性氧自由基,活
性氧就有可能对DNA造成损伤或脂质过氧化产生新的氧

化自由基醛基(MDA)对机体造成伤害。SOD和POD属

于抗氧化酶,当机体活性氧自由基过多时,为了避免机体损

伤,活性氧自由基可以被SOD催化发生歧化反应生成过氧

化物。过氧化物(如 H2O2)对机体同样具有一定伤害,又
会被POD及其同工酶进一步分解成无伤害的小分子物

质。从图1可以看出,SOD与POD各浓度组随着时间均

呈“抑制—诱导—抑制”的变化趋势,因此具有一定的正相

关。由于POD存在多种同工酶,所以POD的变化趋势更

趋于稳定。当过量的ROS无法被SOD消除时,就会直接
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造成DNA损伤,DNA遭到损伤又会反过来阻碍SOD的合成。由图1a)和图3可以看出,随着暴露时间的

增加,高浓度组DNA受到了一定程度的损伤,在第12d,80%体积浓度组的SOD活性受到极显著抑制,被
认为是由于DNA损伤,阻碍了SOD合成而造成的。当SOD活性遭到抑制或由于DNA受损阻碍SOD合

成时,活性氧就会脂质过氧化产生氧化自由基醛基(MDA),MDA是氧化损伤最终形成的脂质过氧化物。从

图1和图2可以看出,与对照组相比,高浓度暴露组SOD与POD的活性随着暴露时间的增加主要呈现抑制

作用,与此相反,暴露组 MDA与其对照组相比,主要呈现出诱导作用。因此,SOD和POD与 MDA具有一

定的负相关,MDA含量可以间接指示机体自由基水平,并且是毒性作用和保护作用的综合反映[34]。从酶系

间的变化差异而言,POD变化趋势比SOD更趋于稳定,规律性更强。但在对浓度的敏感性方面,从图1可

知,SOD更优于POD,POD在浓度组间无明显变化趋势。从对机体损伤方面的指标变化差异而言,土霉素

废水胁迫产生自由基水导致的DSBs修复完成后,γ-H2AX去磷酸化恢复为 H2AX,MDA含量比γ-H2AX
含量更为明显地指示机体自由基水平,γ-H2AX含量则能够明显反映细胞DNA的受损情况。

3 结 论

1)对斑马鱼而言,处理后体积分数为20%,40%,60%和80%的土霉素废水属于低毒物质。

2)处理后体积分数为20%,40%,60%和80%的土霉素废水对斑马鱼肌肉组织中的SOD活性、POD活

性和 MDA含量影响显著:前中期(3~9d)土霉素废水对斑马鱼SOD活性和POD活性主要为抑制作用,后
期(12~15d)主要为诱导作用;土霉素废水对斑马鱼 MDA含量主要表现为诱导作用,其破坏了机体的抗氧

化系统,造成了一定的氧化损伤,但损伤程度在机体的防御范围之内。

3)处理后体积分数为80%的土霉素废水,对斑马鱼肌肉组织存在较大的环境风险。

4)处理后体积分数为20%,40%,60%和80%的土霉素废水胁迫斑马鱼产生的氧化应激反应,可能是

导致DNA损伤的重要机制之一。

5)土霉素废水成分复杂,因此需对土霉素废水的主要成分及各成分作用产生的毒性效应进行更为深入

的研究。
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