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·研究论文·

螺虫乙酯对雌性斑马鱼的毒性及氧化应激效应

毛晨蕾，　 王　 珏，　 江盛菊，　 郑骏遥，　 尹晓辉，　 吴慧明∗

（浙江农林大学 农业与食品科学学院，浙江 临安 ３１１３００）

摘　 要：为评价新型季酮酸衍生物类杀虫剂螺虫乙酯（ ｓｐｉｒｏｔｅｔｒａｍａｔ）对水生生物的毒性，以雌性

斑马鱼为受试对象，研究了螺虫乙酯对其的急性毒性及氧化应激效应。 急性毒性试验测得螺虫

乙酯对雌性斑马鱼的 ９６ ｈ⁃ＬＣ５０值为 ７ ２１ ｍｇ ／ Ｌ，属中等毒性。 经不同浓度螺虫乙酯（０、３６、３６０
和 １ ８００ μｇ ／ Ｌ）处理 ２８ ｄ 后，通过检测铜 ／ 锌超氧化物歧化酶（Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ）、锰超氧化物歧化酶

（Ｍｎ⁃ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）等抗氧化酶的活性，Ｃａｔ、Ｇｐｘ、
Ｍｎ⁃Ｓｏｄ、Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃Ｓｏｄ 等基因的相对表达量，以及丙二醛（ＭＤＡ）含量等指标的变化水平，研究了螺

虫乙酯对斑马鱼肌肉组织的氧化应激效应。 结果表明，螺虫乙酯可引起斑马鱼肌肉组织中 ＣＡＴ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性和 ＭＤＡ 含量，以及 Ｃａｔ、Ｍｎ⁃Ｓｏｄ、Ｇｐｘ 的相对表达量显著升高，但未发现螺虫乙酯对

Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ 活性及 Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃Ｓｏｄ 的相对表达量有明显影响。 研究表明，螺虫乙酯能够诱导雌性斑马

鱼肌肉组织的氧化应激效应，并可能引起机体的氧化损伤。
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　 　 机体的氧化系统通常处于动态平衡中，但在农

药、电辐射、环境持久性污染物及某些特定药物的刺

激下，会诱导其氧化应激效应［１］。 氧化应激效应研

究是农药水生毒理学研究的重要内容［２］，其中酶类

抗氧化物质含量及活性是评价农药对生物抗氧化系

统毒性效应的重要指标，如超氧化物歧化酶（Ｃｕ ／
Ｚｎ⁃ＳＯＤ， Ｍｎ⁃ＳＯＤ） ［３–４］、过氧化氢酶（ＣＡＴ） ［３， ５］ 及

谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ） ［４］ 等。 同时有研究

表明，氧化损伤与脂质过氧化产物丙二醛（ＭＤＡ）的
积累［４，６–７］有关。

螺虫乙酯（ｓｐｉｒｏｔｅｔｒａｍａｔ）是 ２００８ 年由拜耳作物

科学公司开发的一种季酮酸类衍生物杀虫剂，是迄

今发现的惟一双向内吸性广谱杀虫剂［８］。 其作用

机制主要是抑制昆虫体内乙酰辅酶 Ａ 羧化酶

（ＡＣＣａｓｅ）活性，从而干扰脂肪的生物合成。 目前国

内外对螺虫乙酯的研究主要集中在合成工艺［９］、药
效［１０–１１］及毒性效应［１２–１３］等方面。 研究显示，螺虫乙

酯对 西 方 静 走 螨 Ｇａｌｅｎｄｒｏｍｕｓ ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌ、 桃 蚜

Ｍｙｚｕｓ ｐｅｒｓｉｃａｅ 等靶标生物若虫的毒性比对成虫的

强，其对成虫的毒性主要是影响产卵及卵的孵

化［１４–１５］。 有关螺虫乙酯对非靶标生物影响的研究

很少，Ａｇｂｏｈｅｓｓｉ 等［１６］研究发现，螺虫乙酯对非洲鲶

鱼胚胎的急性毒性 ＬＣ５０值为 ８ ４４ ｍｇ ／ Ｌ，属中等毒

性，同时发现其能使非洲鲶鱼胚胎发育延迟，并可干

扰幼鱼的游动平衡。 迄今为止尚未见针对螺虫乙酯

对水生生物毒性效应的其他相关研究报道。 笔者采

用“半静态法” ［１７］，研究了螺虫乙酯对斑马鱼的急

性毒性及对氧化应激的影响，旨在探索螺虫乙酯对

水生生物的毒性效应。

１　 材料与方法

１ １　 试验动物

受试斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ 平均体长 （３ ２８ ±
０ １４） ｃｍ，平均体重（０ ３７ ± ０ ０４） ｇ （鱼龄 ＞ ７ 个

月）。 购于浙江省杭州市花鸟市场，根据体型、体色

等区别，将雌、雄鱼分别饲养于独立的养殖单元

（２０ Ｌ 立架形玻璃水槽，由上海海圣水族设备厂生

产），水温（２５ ± １ ０） ℃，光照与黑暗周期为 １４ ｈ ／
１０ ｈ，每日早晚各喂食一次丰年虫 Ｅｕｂｒａｎｃｈｉｐｕｓ

ｖｅｒｎａｌｉｓ。 驯养 ７ ｄ 后，随机选取健康活泼的雌性斑

马鱼供试，以尽量减少除药物本身以外其他因素如

性别差异等对试验结果的影响。
１ ２　 试剂及主要仪器

９８ ７％的螺虫乙酯（ｓｐｉｒｏｔｅｔｒａｍａｔ）原药（由拜耳

作物科学公司提供）；ＵＮＩＱ⁃１０ 柱式 Ｔｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ
抽提试剂盒，Ｍ⁃ＭｕＬＶ 第一链 ｃＤＮＡ 合成试剂盒，
荧光定量（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ）ＰＣＲ 试剂盒以及相关引

物均购于上海生工生物股份有限公司；过氧化氢酶

（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ⁃Ｐｘ）、超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ 分型）测试盒，丙二醛（ＭＤＡ）含量测

试盒及总蛋白定量测试盒（考马斯亮蓝法）均购于

南京建成生物工程研究所。
ＬＥＧＥＮＤ ＭＩＣＲＯ ２１Ｒ 冷冻离心机及 １５１０ 全

波段酶标仪（美国赛默飞世尔科技公司）；ＳＸ７１６
溶解氧仪（上海三信仪表厂）；ＡＬ⁃２０４ 电子天平及

Ｓ２０ ｐＨ 计 （梅特勒托利多仪器有限公司）； ＡＢ
ＳｔｅｐｏｎｅＰｌｕｓＴＭ荧光定量 ＰＣＲ 仪（美国应用生物系统

公司）；ＧＢＭ ３５０ ＲＥ 手持式高速匀质器（罗伯特·博

世有限公司）；２７２０ 型 ９６ 孔 ＰＣＲ 扩增仪（美国应用

生物系统公司）；单道可调量程移液器（德国艾本德

股份公司）等。
１ ３　 试验方法

１ ３ １　 急性毒性试验　 采用“半静态法” ［１７］。 螺虫

乙酯原药用丙酮溶解并配制成 ９ ７００、８ ２００、７ ０００、
５ ９００ 和 ５ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 的母液，分别加入到各处理组

中，使得水中螺虫乙酯的最终质量浓度分别为 ９ ７、
８ ２、７ ０、５ ９ 和 ５ ０ ｍｇ ／ Ｌ，以［Ｖ（丙酮） ∶ Ｖ （曝气

自来水） ＝ １∶ １ ０００］的处理为空白对照。 每处理设

３ 个重复，每个重复 ２ Ｌ 水，１０ 条斑马鱼。 每 ２４ ｈ
更换 １ 次药液［１８］。 试验用水均为曝气 ２４ ｈ 以上的

自来水，水温（２５ ± １ ０） ℃，ｐＨ ７ ０ ± ０ ５，试验期间

不喂食。 每 ２４ ｈ 观察、记录斑马鱼的中毒症状和死

亡情况，计算各处理组 ２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ 的死亡率。
结果用 ＤＰＳ 数据统计软件处理，求出 ＬＣ５０ 值和

９５％置信区间［１９］。
１ ３ ２　 ２８ ｄ 染毒试验及样品收集 　 采用“半静态

法” ［１７］。 螺虫乙酯原药用丙酮溶解并配制成 １ ８００、
３６０ 和 ３６ ｍｇ ／ Ｌ 的母液，分别加入到各处理组，使得
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水中螺虫乙酯的最终质量浓度分别为 １ ８００、３６０ 和

３６ μｇ ／ Ｌ，以［Ｖ（丙酮）∶ Ｖ （曝气自来水） ＝ １∶ １ ０００］
的处理为空白对照。 每处理设 ３ 个重复，每个重复

３ Ｌ 水，１５ 条斑马鱼。 每 ２４ ｈ 更换 １ ／ ３ 药液。 每天

连续曝气 ４ ｈ（溶解氧浓度≥８ ０ ｍｇ ／ Ｌ），早晚各喂

食 １ 次丰年虫。 其余同 １ ３ １ 节。 染毒 ２８ ｄ 后解

剖斑马鱼，将肌肉组织用液氮处理，存于 － ８０ ℃冰

箱，待氧化应激反应相关酶活性及基因表达量检测。
１ ３ ３　 基因表达量测定

１ ３ ３ １　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成　 采用 ＵＮＩＱ⁃

１０ 柱式 Ｔｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ 抽提试剂盒提取斑马鱼肌肉

组织中的总 ＲＮＡ，并按照 Ｍ⁃ＭｕＬＶ 第一链 ｃＤＮＡ
合成试剂盒反转录合成 ｃＤＮＡ。
１ ３ ３ ２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测基因表达量 　 扩增反应体

系总体积为 ２５ μＬ，其中含 Ｈｏｔｓｔａｒｔ Ｆｌｕｏ⁃ＰＣＲ ｍｉｘ
１２ ５ μＬ，Ｆ⁃ｐｒｉｍｅ 和 Ｒ⁃ｐｒｉｍｅ（引物序列［４］见表 １）各
１ ２５ μＬ， 模 板 ｃＤＮＡ １ ０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ９ ０ μＬ。
９３ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，然后以 ９３ ℃ ５ ｓ、５５ ℃ ２０ ｓ 和

７２ ℃ ２０ ｓ 的循环反应 ３５ 个循环。

表 １　 引物序列［４］

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ［４］

基因 Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ 引物 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 产物长度 Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ 温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

β⁃ａｃｔｉｎ
Ｆ： ５′⁃ＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＣＧＣＴＧＣＣ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ＣＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＣＴＧＧＧＴＣＧＴＣ⁃３′

１０６
６０ ０
６３ ９

Ｃａｔ
Ｆ： ５′⁃ＡＧＧＧＣＡＡＣＴＧＧＧＡＴＣＴＴＡＣＡ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ＴＴＴＡＴＧＧＧＡＣＣＡＧＡＣＣＴＴＧＧ⁃３′

４９９
５７ ８
５７ ８

Ｇｐｘ
Ｆ： ５′⁃ＡＧＡＴＧＴＣＡＴＴＣＣＴＧＣＡＣＡＣＧ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣＴＴＣＣＴＣＡＧＣＣ⁃３′

９４
５７ ８
５９ ８

Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃Ｓｏｄ
Ｆ： ５′⁃ＧＴＣＧＴＣＴＧＧＣＴＴＧＴＧＧＡＧＴＧ⁃３′
Ｒ： ５′⁃ＴＧＴＣＡＧＣＧＧＧＣＴＡＧＴＧＣＴＴ⁃３′

１１３
６１ ９
５９ ７

Ｍｎ⁃Ｓｏｄ
Ｆ：５′⁃ＣＣＧＧＡＣＴＡＴＧＴＴＡＡＧＧＣＣＡＴＣＴ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＡＣＡＣＴＣＧＧＴＴＧＣＴＣＴＣＴＴＴＴＣＴＣＴ⁃３′

１２３
６０ １
６０ ３

注： Ｆ、Ｒ 分别表示正反向引物。 Ｎｏｔｅ： Ｆ， Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ； Ｒ， Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ．

１ ３ ４　 酶活性测定　 根据酶活性测定试剂盒标注

的方法，用 ０ ８６％的生理盐水在冰上制备得到质量

分数分别为 １％ 和 １０％ 的斑马鱼肌肉组织匀浆液，
离心后取上清液，用于测定 ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ、Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃
ＳＯＤ 和 Ｍｎ⁃ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 含量。 ＣＡＴ 活力单

位定义为 １ Ｕ ／ ｇ ｐｒｏｔ，ＧＳＨ⁃Ｐｘ、Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ 和 Ｍｎ⁃
ＳＯＤ 活力单位定义为 １ Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ，ＭＤＡ 含量单位

为 μｍｏｌ ／ ｇ ｐｒｏｔ。 采用考马斯亮蓝法［２０］ 测定样品中

总蛋白的浓度。
１ ４　 数据处理

通过 ２ － ΔΔＣＴ法［２１］ 计算基因的相对表达量。 以

β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因，以空白对照组（ＣＫ）为参比基

因计算目标基因的相对表达量［式（１）］。

ΔΔＣＴ ＝ （ＣＴ ， Ｔａｒｇｅｔ － ＣＴ，β⁃ａｃｔｉｎ） － （ＣＴ，ＣＫ － ＣＴ，β⁃ａｃｔｉｎ） （１）

式中，ＣＴ为每个 ＰＣＲ 反应管内荧光信号达到设

定阈值所经历的循环数；Ｔａｒｇｅｔ 表示农药处理组。
运用 ＤＰＳ 数据处理软件进行单因素方差分析，

采用 ＬＳＤ 检验法比较对照组和试验组的组间差异，
其中 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示差异显著，Ｐ ＜ ０ ０１ 为差异极显

著。 结果采用平均值 ±标准差表示。

２　 结果与分析

２ １　 急性毒性

测得螺虫乙酯对雌性斑马鱼的 ＬＣ５０ 值分别为

９ ６１ ｍｇ ／ Ｌ（７２ ｈ）和 ７ ２１ ｍｇ ／ Ｌ（９６ ｈ），９５％置信限

区间分别为 ８ ６９ ～ １２ ０７ 和 ６ ９１ ～ ７ ５６ ｍｇ ／ Ｌ。 该

结果与 Ａｇｂｏｈｅｓｓｉ 等［１６］测得的螺虫乙酯对非洲鲶鱼

胚胎的 ９６ ｈ⁃ＬＣ５０值（８ ４４ ｍｇ ／ Ｌ）接近。 根据 ＧＢ ／ Ｔ
２１２８１—２００７《危险化学品鱼类急性毒性分级试验方

法》 ［２２］中鱼类 ９６ ｈ 急性毒性的分级标准，螺虫乙酯

对雌性斑马鱼属于中等毒性。 其 ９６ ｈ⁃ＬＣ５０值拟合

曲线如图 １ 所示。
２ ２　 螺虫乙酯对斑马鱼肌肉组织的氧化应激效应

２８ ｄ 染毒试验期间，所有供试鱼均未出现死

亡、病害、行为异常等可观测到的异常现象。
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图 １　 ９６ ｈ⁃ＬＣ５０拟合曲线

Ｆｉｇ． １　 Ｆｉｔｔｅｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ９６ ｈ⁃ＬＣ５０

２ ２ １　 对 ＭＤＡ 含量的影响　 ＭＤＡ 是生物膜内多

种不饱和脂肪酸过氧化反应后的产物［２３］，其含量高

低可反映生物体内的氧化压力水平，ＭＤＡ 含量越

高，表明氧化压力越大［２４］。 螺虫乙酯对斑马鱼肌肉

组织中 ＭＤＡ 含量的影响见图 ２。 与空白对照组相

比，３６ μｇ ／ Ｌ 螺虫乙酯处理组中 ＭＤＡ 的含量极显

著升高，说明螺虫乙酯诱导了斑马鱼肌肉组织中细

胞的脂质过氧化反应；但随着处理浓度增加，ＭＤＡ
的含量呈下降趋势，当水中螺虫乙酯质量浓度达到

１ ８００ μｇ ／ Ｌ 时，斑马鱼肌肉肌肉组织中 ＭＤＡ 的含

量与对照组差异不显著。

注：∗∗表示与空白对照组相比差异极显著（Ｐ ＜ ０ ０１）。

Ｎｏｔｅ： ∗∗Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｔ Ｐ ＜ ０ ０１．

图 ２　 不同浓度螺虫乙酯对斑马鱼肌肉

组织中 ＭＤＡ 含量的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｓｐｉｒｏｔｅｔｒａｍａｔ ｏｎ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ

２ ２ ２　 对氧化应激系统相关酶的影响　 超氧化物

歧化酶（ＳＯＤ）是一类抗氧化酶，其催化 Ｏ －
２ ·发生歧

化反应，分解为 Ｈ２Ｏ２ 和 Ｏ２
［２５］。 Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ 和

Ｍｎ⁃ＳＯＤ 是其中较常见的 ２ 种类型，Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ 主

要存在于细胞质中，Ｍｎ⁃ＳＯＤ 则主要存在于真核细

胞的线粒体和原核生物中。
图 ３ 中结果表明，与空白对照组相比，不同浓度

螺虫乙酯对斑马鱼肌肉组织中 Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ 活性水

平及 Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃Ｓｏｄ 基因相对表达量均无明显影响，说
明在本试验条件下，Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ 可能未参与机体的

抗氧化作用。

图 ３　 不同浓度螺虫乙酯对斑马鱼肌肉组织中 Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃
ＳＯＤ 活性及 Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃Ｓｏｄ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｓｐｉｒｏｔｅｔｒａｍａｔ ｏｎ Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｃｕ ／ Ｚｎ⁃Ｓｏｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ

经不同浓度螺虫乙酯处理后，雌性斑马鱼肌肉

组织中 Ｍｎ⁃ＳＯＤ 活性及 Ｍｎ⁃Ｓｏｄ 相对表达量均呈现

先上升后下降的变化趋势（图 ４）。 总体而言，各处

理均显著提高了 Ｍｎ⁃Ｓｏｄ 的相对表达量，但对其酶

活性水平则无明显影响。
过氧化物酶体系中的 ＣＡＴ 可催化 Ｈ２Ｏ２ 进一

步分解为 Ｈ２Ｏ 和 Ｏ２，与 ＳＯＤ 构成机体抗氧化的第

一道屏障［２６］。 螺虫乙酯对斑马鱼肌肉组织中 ＣＡＴ
活性及 Ｃａｔ 相对表达量的影响见图 ５。 与空白对照

组相比，ＣＡＴ 活性随螺虫乙酯处理浓度的增大而升

高，表现出一定的剂量⁃效应关系。 较低浓度的螺虫

乙酯可显著提高 Ｃａｔ 在肌肉组织中的相对表达量，
但当其质量浓度达到 １ ８００ μｇ ／ Ｌ 时，Ｃａｔ 的相对表

达量则明显降低。 值得注意的是，１ ８００ μｇ ／ Ｌ 螺虫

乙酯处理组 ＣＡＴ 活性和 Ｃａｔ 相对表达量变化趋势

截然相反，该结果与莠去津处理雌性斑马鱼肝脏和

卵巢后的情况类似［４］。 分析可能是由于基因的相

对表达量始终处于动态变化中，试验中检测到的

Ｃａｔ 相对表达量仅能反映特定时间点下的情况，而
酶的活性水平则更多地受蛋白翻译水平的影响［４］，
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注：∗表示基因相对表达量与空白对照组相比差异显著

（Ｐ ＜ ０ ０５）；∗∗表示差异极显著（Ｐ ＜ ０ ０１）。
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｈｅｎ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ∗ａｔ Ｐ ＜ ０ ０５； ∗∗ａｔ Ｐ ＜ ０ ０１．

图 ４　 不同浓度螺虫乙酯对斑马鱼肌肉组织中

Ｍｎ⁃ＳＯＤ 活性及 Ｍｎ⁃Ｓｏｄ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｓｐｉｒｏｔｅｔｒａｍａｔ ｏｎ Ｍｎ⁃ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ

ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｍｎ⁃Ｓｏｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ

注：∗和＃分别表示基因相对表达量和酶活性与

空白对照组相比差异显著（Ｐ ＜ ０ ０５）；
∗∗和＃＃表示差异极显著（Ｐ ＜ ０ ０１）。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ ａｎｄ ｐｏｕｎｄ ｓｉｇｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，

∗ａｎｄ ＃ ａｔ Ｐ ＜ ０ ０５； ∗∗ａｎｄ ＃＃ ａｔ Ｐ ＜ ０ ０１．

图 ５　 不同浓度螺虫乙酯对斑马鱼肌肉组织

中 ＣＡＴ 活性及 Ｃａｔ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｓｐｉｒｏｔｅｔｒａｍａｔ ｏｎ ＣＡＴ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｃａｔ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ

暗示 ＣＡＴ 的活性可能受蛋白翻译水平的控制而非

基因表达水平。
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 也是一种抗氧化酶，其功能是移除细

胞内的 Ｈ２Ｏ２，但只起辅助作用。 经不同浓度螺虫乙

酯处理后，斑马鱼肌肉组织中 Ｇｐｘ 表达量及 ＧＳＨ⁃
Ｐｘ 活性的变化大致相同，均随着螺虫乙酯处理浓度

的升高呈现先升高后降低的趋势（图 ６）。 与空白对

照组相比，３６０ μｇ ／ Ｌ 螺虫乙酯处理组 Ｇｐｘ 的相对表

达量差异极显著，３６ 和 ３６０ μｇ ／ Ｌ 处理组 ＧＳＨ⁃Ｐｘ
活性显著升高；而 １ ８００ μｇ ／ Ｌ 处理组 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性

及 Ｇｐｘ 相对表达量与对照均无明显差异。

注：∗和＃分别表示基因相对表达量和酶活性与

空白对照组相比差异显著（Ｐ ＜ ０ ０５）；
∗∗和＃＃表示差异极显著（Ｐ ＜ ０ ０１）。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ ａｎｄ ｐｏｕｎｄ ｓｉｇｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，

∗ａｎｄ ＃ ａｔ Ｐ ＜ ０ ０５； ∗∗ａｎｄ ＃＃ ａｔ Ｐ ＜ ０ ０１．

图 ６　 不同浓度螺虫乙酯对斑马鱼肌肉组织中

ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 Ｇｐｘ 相对表达量的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｓｐｉｒｏｔｅｔｒａｍａｔ ｏｎ ＧＳＨ⁃Ｐｘ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｇｐｘ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅ

３　 结论与讨论

活性氧簇（ＲＯＳ）是生物体内分子氧（Ｏ２）被还

原过程中的一系列性质活泼、氧化性强的含氧物质，
在需氧生物体内必不可少。 正常情况下 ＲＯＳ 在生

物体内保持动态平衡，即其产生和消除处于平衡状

态。 当生物体遭受外界不利因素的影响时，会通过

改变细胞内 ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 等抗氧化酶的活

性或其基因的表达量，以提高机体清除 ＲＯＳ 的能

力，减少氧化损害［２７］。 但当组织中 ＲＯＳ 浓度不断
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升高，超出机体的抗氧化能力时即会诱导氧化应激

效应的产生，其危害包括 ＤＮＡ 的氧化损伤、脂质过

氧化、蛋白质和单糖的氧化等［２８–３１］。 本研究结果显

示，３６ μｇ ／ Ｌ 螺虫乙酯处理组斑马鱼肌肉组织中

ＭＤＡ 的含量极显著高于空白对照组，达对照的

１ ５ 倍，推测螺虫乙酯对斑马鱼机体产生了一定的

氧化压力；但随着处理浓度升高，ＭＤＡ 含量呈下降

趋势，１ ８００ μｇ ／ Ｌ 处理组 ＭＤＡ 含量与对照组没有

明显差异（图 ２）。 这可能是由于 ＣＡＴ 发挥了抗氧

化作用（图 ４），随着螺虫乙酯浓度的增加，ＣＡＴ 的

活性逐步上升，增强了机体对 Ｈ２Ｏ２ 的清除能力，减
少了组织中 ＲＯＳ 的浓度，从而导致 ＭＤＡ 的含量下

降。 此外，经一定浓度的螺虫乙酯处理后，雌性斑马

鱼肌肉组织中 ＭＤＡ 的含量极显著升高，并可引起

ＣＡＴ、ＧＳＨ⁃Ｐｘ 和 Ｍｎ⁃ＳＯＤ 等抗氧化酶活性及其基

因相对表达量发生变化，表明螺虫乙酯能够诱导雌

性斑马鱼肌肉组织的氧化应激效应，并可能引起机

体的氧化损伤。 但由于机体中基因表达水平处于动

态变化中，本研究仅检测了其中某个时间点的表达

量变化情况，因此并不能全面反映螺虫乙酯对上述

抗氧化酶系统中相关基因相对表达量的影响。 下一

步应对基因的表达量进行动态检测，研究不同浓度

螺虫乙酯处理对基因表达的动态影响，以探究ＭＤＡ
变化的准确机制。
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