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　　摘要：研究不同浓度磺胺二甲嘧啶（ｓｕｌｆａｄｉｍｉｄｉｎｅ，ＳＭ２）对脊尾白虾谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）、过氧化氢酶
（ＣＡＴ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量的影响。结果表明，低浓度组（１５８、５００μｇ／Ｌ）ＣＡＴ和
ＧＨＳ－ＰＸ活性先上升后下降；高浓度组（１５８０、５０００μｇ／Ｌ）在１５ｄ时被显著抑制。５００μｇ／Ｌ浓度组ＳＯＤ活性在３ｄ
时显著诱导（３．５８倍）；１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组在３ｄ时被显著诱导（２．６８、３．２２倍），在１５ｄ时被显著抑制。低浓度
组（５０、１５８、５００μｇ／Ｌ）ＭＤＡ含量随暴露时间延长而增加；１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组表现为先上升后下降的变化趋势且
均在３ｄ时达到最大值（３．７７、３．９６倍）。提示ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ、ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量对磺胺二甲嘧啶感应敏感，均可
作为磺胺二甲嘧啶暴露的生物标记物。
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　　目前，在水产养殖业向规模化、集约化快速发展的背景
下，水产动物病害频繁暴发，导致各种抗生素在水产养殖领域

被广泛使用。由于磺胺类抗生素疗效良好、性质稳定、价格低

廉等优点，在畜牧和水产养殖的疾病控制中起着不可替代的

作用。研究发现，约６０％～９０％磺胺类抗生素会随动物粪便
排出体外，通过雨水冲刷进入水体［１］。在饮用水、污水及地表

水抗生素检测中，磺胺类药物的检出率最高［２］，在不同水环境

中检出的磺胺类抗生素质量浓度范围一般为 ｎｇ／Ｌ～ｍｇ／Ｌ水
平，如磺胺类抗生素在丹麦垃圾填埋厂淋滤液中检出的质量

浓度高达０．０４～６．４７ｍｇ／Ｌ［３］。大量磺胺类抗生素不断排入
环境，对生态环境和人类健康均会造成严重危害［４］。人类在

长期受磺胺类抗生素药物污染影响后，也会产生排尿和造血

紊乱等问题［５］。目前，关于环境中磺胺类抗生素的研究主要

集中于药物残留检测，而对其在环境中尤其是水环境中的潜

在影响研究已逐渐在斑马鱼［２］、罗非鱼［６］等鱼类中开展，但

虾蟹类的相关报道较少，缺乏系统的生态毒理学研究，因此有

必要开展磺胺类抗生素对虾蟹类毒性作用的研究。

脊尾白虾（Ｅｘｏｐａｌａｅｍｏｎｃａｒｉｎｉｃａｕｄａ），俗称小白虾，是我
国沿海重要的经济虾类之一。脊尾白虾具有环境适应性广

（广温、广盐和广食）、繁殖周期短（３～４个月可繁殖１代）、
生长速度快（１年内可多茬养殖）等优点［７］，且脊尾白虾能在

室内通过控温促使其繁育不受季节影响，其他甲壳动物１年
只能繁殖１代，相对于三疣梭子蟹可在较短时间内获得不同
发育时期的试验材料。因此，脊尾白虾是一种理想的测试生

物体，可用于监测和评价海洋水体环境和质量变化及水体污

染状况。本研究的脊尾白虾在磺胺二甲嘧啶（ｓｕｌｆａｄｉｍｉｄｉｎｅ，
ＳＭ２）暴露胁迫下，观察体内谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－
Ｐｘ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）等酶活性
变化及其体内丙二醛（ＭＤＡ）含量的变化，评价 ＧＳＨ－Ｐｘ、
ＣＡＴ、ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量作为磺胺二甲嘧啶暴露的生物标
志物的适用性，为抗生素对虾类的早期损伤和应急反应筛选

出有效的生物标志物。

１　材料与方法

１．１　试验材料
脊尾白虾取自江苏省连云港市忠玉水产养殖场，虾体长

（５．３４±０．１５）ｃｍ，体质量（２．９７±０．１３）ｇ。本试验于２０１７
年３月中旬至４月中旬于淮海工学院江苏省海洋生物技术重
点实验室进行。试验前选择健康的脊尾白虾放入室内水族箱
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中驯养７ｄ以上，驯养期间，每日换水１次，并在自然死亡率
低于２％的情况下选择身体健康、大小一致的脊尾白虾进行
试验。

抗生素磺胺二甲嘧啶购于 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司（Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，美国），纯度≥９９％；助溶剂为０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ。
１．２　毒性试验

对脊尾白虾幼体进行静水养殖，按等对数间距设置５个
磺胺二甲嘧啶浓度，分别为５０、１５８、５００、１５８０、５０００μｇ／Ｌ和
空白对照组，试验容器为１０Ｌ容量的聚乙烯塑料箱，每组溶
液放置２０尾脊尾白虾和７Ｌ海水且每个浓度设置３个重复，
期间保持不间断充气。在培养期间１、３、７、１５ｄ时分别取３
尾虾，解剖后取肝胰腺置于离心管中，做好标记并在 －２０℃
冰箱中冷冻保存。

１．３　组织匀浆制备
将各时期取样的肝胰腺在冰浴中与０．８６％生理盐水用

玻璃匀浆器制成１０％匀浆，４℃１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取
上清液用于测定蛋白含量及各种酶活性。

１．４　蛋白含量及酶活性测定
采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒并按说明书

测定组织蛋白含量及各种酶活性。

１．５　数据处理

酶活性采用平均数±标准偏差（ｘ±ｓ）表示，采用ＳＰＳＳ统
计软件进行数据分析，用方差分析（Ａ－ＮＯＶＡ）法分析试验组
与对照组之间的差异，并用Ｓｔｕｄｅｎｔ－Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ检验法
分析组间显著性，Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结果与分析

２．１　磺胺二甲嘧啶对脊尾白虾ＣＡＴ活性影响
不同浓度磺胺二甲嘧啶暴露对脊尾白虾肝胰腺 ＣＡＴ活

性的影响见图１。暴露于１５８、５００μｇ／Ｌ磺胺二甲嘧啶的脊尾
白虾，其ＣＡＴ活性随暴露时间延长表现为先增加后下降的趋
势，且在３ｄ时受显著诱导后达到最高值，分别为对照组的
２３６、３．４１倍，随后逐渐下降。５０００μｇ／Ｌ浓度组则表现为
ＣＡＴ活性随暴露时间的增加而下降，且在１５ｄ时被显著抑
制。１５８０μｇ／Ｌ浓度磺胺二甲嘧啶浓度组脊尾虾肝胰腺ＣＡＴ
活性也在１５ｄ时被显著抑制。５０μｇ／Ｌ浓度组表现为 ＣＡＴ
活性与对照组无明显差异。

２．２　磺胺二甲嘧啶对脊尾白虾ＳＯＤ活性影响
暴露于不同浓度磺胺二甲嘧啶１、３、７、１５ｄ后，脊尾白虾

肝胰腺ＳＯＤ活性变化见图２。５０、１５８μｇ／Ｌ浓度组脊尾白虾
ＳＯＤ活性在１ｄ时被显著诱导且达最高值，随后整体逐渐下
降。５００μｇ／Ｌ浓度组ＳＯＤ活性在３ｄ时显著上升，为对照组
的３．５８倍，随后下降。１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组在 ３ｄ时
ＳＯＤ活性被显著诱导且达最高值，分别为对照组的 ２．６８、
３２２倍，随后逐渐下降且在１５ｄ时被显著抑制。

２．３　磺胺二甲嘧啶对脊尾白虾ＧＨＳ－ＰＸ活性的影响
在不同浓度磺胺二甲嘧啶暴露条件下，脊尾白虾肝胰腺

ＧＨＳ－ＰＸ活性变化如图３所示。暴露于５０、１５８、５００μｇ／Ｌ
磺胺二甲嘧啶浓度组的脊尾白虾 ＧＨＳ－ＰＸ活性先上升后下
降，且在３ｄ时达到最高值，分别为对照组的３．０５、３４３、３．６５
倍。１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组 ＧＨＳ－ＰＸ活性则表现为随着
暴露时间的延长先升高后降低，且在１５ｄ时被显著抑制。

２．４　磺胺二甲嘧啶对脊尾白虾ＭＤＡ含量的影响
暴露不同浓度的磺胺二甲嘧啶１、３、７、１５ｄ后，脊尾白虾

肝胰腺ＭＤＡ含量变化见图４。暴露于５０、１５８、５００μｇ／Ｌ浓
度组的脊尾白虾ＭＤＡ含量在１～３ｄ时无显著性变化，从７ｄ
开始上升且在１５ｄ时被显著诱导且达最高值，分别为对照组
的３．４９、４．０５、４．２２倍。而１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组ＭＤＡ含
量则表现为先增加后下降的变化趋势，且均在３ｄ时达到最
高值，分别为对照组的３．７７、３．９６倍。

３　讨论

抗氧化防御系统存在于所有需氧生物细胞内，可清除物

质代谢过程中产生的活性中间产物，在正常情况下，ＳＯＤ、
ＣＡＴ、ＧＰＸ等抗氧化酶联合作用清除产生的活性氧自由基［８］。

ＳＯＤ是生物体抗氧化防御系统的关键酶。ＳＯＤ可催化 Ｏ－２·
发生歧化反应生成Ｈ２Ｏ２，防止过多的活性氧积存对机体造成
氧化损伤［９］。ＣＡＴ则与ＧＰＸ一起清除Ｈ２Ｏ２，进而阻断可产
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生活性极高的羟自由基。ＣＡＴ通过催化过氧化氢分解为水
和氧气，防止过氧化氢与体内的氧气在铁螯合物作用下反应

生成有害的—ＯＨ，是生物防御体系的关键酶之一。一些病原
体可以通过产生ＣＡＴ来分解生物机体内的过氧化氢，维持细
胞内氧化还原的平衡状态，从而保证它在机体内正常生

活［１０］。ＧＨＳ－ＰＸ也是生物机体内重要的抗氧化酶，能消除
机体内的过氧化氢及脂质过氧化物，阻断活性氧自由基对机

体的进一步损伤，是生物体内重要的活性氧自由基清除剂。

本研究中，１５８、５００μｇ／Ｌ组 ＣＡＴ和 ＧＨＳ－ＰＸ活性表现为先
增加后降低的趋势，且在３ｄ时受到显著诱导并达到最高值。
高浓度（１５８０、５０００μｇ／Ｌ）组的 ＣＡＴ和 ＧＨＳ－ＰＸ活性则表
现为在１５ｄ时被显著抑制。可能由于磺胺二甲嘧啶胁迫导
致脊尾百虾机体内产生大量活性氧自由基，ＣＡＴ和ＧＨＳ－ＰＸ
活性迅速增加可保护机体免受自由基的伤害。随暴露时间的

延长，ＣＡＴ和ＧＨＳ－ＰＸ活性的下降可能是由于大量活性氧
自由基产生，且超过机体清除活性氧自由基的能力，使细胞受

到更严重的损伤，最终导致 ＣＡＴ活性受到抑制。此外，本研
究中不同浓度组ＳＯＤ活性的基本变化趋势是先增加后降低。
５００μｇ／Ｌ浓度组 ＳＯＤ活性在３ｄ时显著上升随后下降，而
１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组则在３ｄ时ＳＯＤ活性显著被诱导随
后逐渐下降且在１５ｄ时被显著抑制。这主要是由于磺胺二
甲嘧啶胁迫会导致机体内产生大量的活性氧自由基，ＳＯＤ活
性的迅速增加可以保护机体免受自由基的伤害。随着暴露时

间的延长，ＣＡＴ活性下降可能导致大量的活性氧自由基产
生，且超过机体清除活性氧自由基的能力，使细胞受到更严重

的损伤，最终导致 ＳＯＤ活性受到抑制。同时，本结果可推测
磺胺类药物对脊尾白虾机体造成的氧化损伤可能主要发生在

暴露的前３ｄ。这与磺胺类药物对罗非鱼的暴露试验［６］基本

一致。

丙二醛是自由基攻击膜不饱和脂肪酸发生脂质过氧化作

用的最终分解产物，与蛋白质的游离氨基作用，引起蛋白质分

子内和分子间交联，导致细胞损伤［１１－１３］。正常生理状态下，

体内的ＭＤＡ含量极低，可间接反映机体的活性氧自由基和
脂质的过氧化水平，可提示细胞受损伤的程度。本研究中，

５０、１５８和５００μｇ／Ｌ浓度组 ＭＤＡ含量表现为随暴露时间的
延长而增加，在１５ｄ时被显著诱导达最大值，与沼水蛙蝌蚪
在有机磷农药的暴露下ＭＤＡ含量也随着时间和浓度的增加
而上升［１４］和氨氮胁迫下脊尾白虾ＭＤＡ含量随暴露时间的延
长而增加［１５］类似。而１５８０、５０００μｇ／Ｌ浓度组ＭＤＡ含量则

表现为先上升后下降且在３ｄ时达最大值，与磺胺类药物对
罗非鱼肝脏组织中的 ＭＤＡ变化［６］相似。分析原因，可能由

于低浓度组在前期暴露过程中虽然活性氧自由基增加，但并

未对细胞造成严重的损伤，而随暴露时间延长，活性氧自由基

的大量增加，超过机体的清除能力，并对机体细胞造成较为严

重的损伤。表明磺胺类药物的长期胁迫会破坏脊尾白虾的抗

氧化系统，导致机体清除自由基能力降低，过多的活性氧使机

体脂质过氧化程度加剧，ＭＤＡ含量随之增加。
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