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摘要:诺氟沙星(ＮＯＲ)环境残留会造成一系列生态和环境问题ꎬ而高级氧化技术可有效降解废水中的抗生素ꎬ但可能产生

毒性更强的降解产物ꎮ 选择秀丽隐杆线虫(Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ)作为受试生物ꎬ考察 ＮＯＲ 氧化降解液对其生理、生化和分子指标的影响ꎬ
并通过定量结构活性关系预测 ＮＯＲ 及其降解产物毒性ꎮ 结果表明ꎬＮＯＲ 降解液会刺激线虫运动行为ꎬ抑制其生长发育ꎬ而对

活性氧自由基(ＲＯＳ)和细胞凋亡无显著影响ꎮ 然而ꎬ线虫氧化应激和神经毒性相关基因表达显著提高ꎬ表明造成氧化应激反

应ꎬ线虫体内 ＲＯＳ 被防御机制清除ꎻ线虫运动神经受损ꎬ进而导致其运动行为异常ꎮ 毒性预测结果表明ꎬ哌嗪环裂解产物是主

要毒性物质ꎮ
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｉｄｅ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｌｅｖｅｌｓ.Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙꎬｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ ａｒｅ ｃａｕｓｅｄ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｆｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｉｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ＲＯＳ ｆｒｏｍ ｉｔｓ ｂｏｄｙ. Ｔｈｅ ｍｏｔｏｒ ｎｅｒｖｅ ｏｆ Ｃ. ｅｌｅｇａｎｓ ｉｓ
ｄａｍａｇｅｄꎬｗｈｉｃｈ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｉｔｓ ａｂｎｏｒｍａｌ ｍｏｔｏｒ ｂｅｈａｖｉｏｒ.Ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｔｏｘｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ ｒｉｎｇ ｓｐｌｉｔｔｉｎｇ ｏｆ ＮＯＲ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎꎻ ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓꎻ ａｄｖａｎｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎꎻ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

　 收稿日期:２０２１－０５－１９ꎻ修回日期:２０２２－０３－１６
　 基金项目:国家重点研发计划(２０１８ＹＦＣ１９０１０００)ꎻ上海有机固废生物转化工程技术研究中心开放课题(ＳＥＲＣ２０２１Ｃ０６)
　 作者简介:闫莹(１９８０－)ꎬ女ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ研究方向为环境毒理学ꎬｗｅｎｄｙ＠ ｅｃｕｓｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎻ刘莉莉(１９７９－)ꎬ女ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ研究方向为环境毒

理学ꎬ通讯联系人ꎬｌｉｌｙｌｉｕ＠ ｅｃｕｓｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 诺氟沙星(ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎꎬＮＯＲ)作为第 ３ 代喹诺酮

类抗生素广泛用于人类和动物疾病治疗ꎬ目前在多

种环境介质中均有较高浓度检出[１－２]ꎬ然而其降解

产物的毒性效应尚不明确ꎮ 已有研究结果表明ꎬ四
环素类抗生素(ＴＣｓ)降解过程会产生高毒性降解产

物[３]ꎻ电离辐射降解 ＮＯＲ 和环丙沙星(ＣＩＰ)都会产

生有毒降解产物[４－５]ꎮ 纳米铁酸钴(ＣｏＦｅ２Ｏ４)催化

过一硫酸盐 ( ＰＭＳ) 可高效降解氟喹诺酮类抗生

素[６]ꎬ但降解过程会产生多种降解产物ꎬ因此有必

要开展抗生素高级氧化降解过程的环境毒性效应

研究ꎮ
将 Ｌ１ 期秀丽隐杆线虫(Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓꎬ

Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ)暴露于 ＮＯＲ 高级氧化降解反应液(调整

ｐＨ 至 ７)７２ ｈꎬ测定其运动行为、体长、活性氧自由

基(ＲＯＳ)及细胞凋亡水平ꎬ并从胁迫相关基因的表

达角度深入探讨 ＮＯＲ 降解液亚急性暴露条件下

􀅰２３１􀅰
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Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 的压力应激和运动神经毒性ꎮ 同时ꎬ结合

定量结构活性关系(Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ －Ａｃｔｉｖｉｔｙ
ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐꎬＱＳＡＲ)方法评估 ＮＯＲ 及其降解产物

毒性ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料与 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 品系

ＮＯＲ(Ｃ１６Ｈ１８ＦＮ３Ｏ３ꎬ９８％)和二甲亚砜(ＤＭＳＯꎬ
９９％ꎬＧＣ 级)ꎬ上海阿拉丁生化科技有限公司生产ꎻ
ＴＲＩｚｏｌ 试剂和 Ｆａｓｔｋｉｎｇ ＲＴ 试剂盒ꎬ北京天根生物技

术有限公司生产ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ罗氏诊

断产品(上海)有限公司生产ꎻ其他试剂均为分析纯

试剂ꎮ 野生型 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 和大肠杆菌(Ｅ. ｃｏｌｉ ＯＰ５０)
为 国 际 线 虫 种 质 中 心 ( Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
ＣｅｎｔｅｒꎬＣＧＣ)赠送ꎮ
１􀆰 ２　 ＮＯＲ 降解液

ＣｏＦｅ２Ｏ４ 催化 ＰＭＳ 降解实验中[６]ꎬＮＯＲ 初始浓

度为 １００ μｍｏｌ / Ｌꎬ不同反应时间的 ＮＯＲ 浓度测定

结果如表 １ 所示ꎮ 反应液加淬灭剂终止反应后过滤

去除催化剂ꎬ调整溶液 ｐＨ 至 ７ꎮ
表 １　 暴毒液 ＮＯＲ 浓度

降解时间 / ｍｉｎ ０ ３ １０ ３０

ｃ(ＮＯＲ) / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) １００ ５５􀆰 ４１ ２２􀆰 ７０ ６􀆰 ３６

１􀆰 ３　 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 暴露方法及指标测定

１􀆰 ３􀆰 １　 暴露方法

Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 接种于涂有 Ｅ. ｃｏｌｉ ＯＰ５０ 的线虫生长

培养基(ＮＧＭ)ꎬ２０℃条件下培养[７]ꎮ 收集 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ
并用裂解液处理获得虫卵[８]ꎮ 将虫卵接种于 ＮＧＭ
培养基ꎬ孵育 １２ ｈ 后获得 Ｌ１ 期幼虫ꎬ实验前用无菌

Ｋ 液(０􀆰 ０５１ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、０􀆰 ０３２ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ)洗涤 ３
次[９－１０]ꎮ 将 ＮＯＲ 降解液注入 ６ 孔板ꎬ然后加入 Ｌ１
期幼虫ꎬ２０℃ 条件下暴露 ７２ ｈꎬ而后线虫用无菌 Ｋ
液清洗后进行各项指标测定ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 运动行为和体长的测定

将采集的线虫转移至滴加适量 Ｋ 液的 ＮＧＭ
上ꎬ待线虫行为恢复稳定后(１ ｍｉｎ)ꎬ显微镜下记录

线虫 ２０ ｓ 内的身体弯曲频率ꎬ记录线虫在 １ ｍｉｎ 内

的头部摆动频率[１１]ꎮ
将采集线虫转移至载玻片上ꎬ火焰灼烧后置于

尼康 Ｅｃｌｉｐｓｅ ８０ｉ 显微镜下拍照ꎬ通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件处

理并计算体长ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＲＯＳ 和细胞凋亡水平的测定

暴露实验结束后ꎬ将线虫于 ２ꎬ７－二氯二氢荧光

素二乙酸酯(１ μｍｏｌ / ＬꎬＲＯＳ) 溶液或吖啶橙溶液

(２５ μｇ / ｍＬꎬ细胞凋亡)中培养 ２ ｈꎬ而后将线虫转移

至载玻片(载有 ２％琼脂糖垫子)上ꎬ利用左旋咪唑

(６０ μｇ / ｍＬ)溶液进行麻醉ꎬ在激光扫描共聚焦显微

镜(激发波长为 ４８８ ｎｍ、发射波长为 ５１０ ｎｍꎬＲＯＳꎻ
激发波长 ４ 为 ８８ ｎｍ、发射波长为 ５１０ ｎｍꎬ细胞凋

亡)下拍摄荧光图像ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 分子指标的测定

Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 总 ＲＮＡꎬ利用 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 生产的 ＮＣ２０００ 型 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度计

(ＵＳＡ)检测提取 ＲＮＡ 的浓度和纯度ꎮ 采用 Ｆａｓｔｋｉｎｇ
ＲＴ 试剂盒合成 ｃＤＮＡ 后进行荧光定量 ＰＣＲ 反应

(罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ＠ ４８０)ꎮ 测定热激蛋白基因(ｈｓｐ－
１６􀆰 １、ｈｓｐ－ １６􀆰 ２ 和 ｈｓｐ － １６􀆰 ４８)、超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)基因 ( ｓｏｄ － １、 ｓｏｄ － ３)、 ｐ５３ 类似蛋白基因

(ｃｅｐ－１)、凋亡蛋白基因( ａｐｅ－１)和乙酰胆碱酯酶

(ＡＣｈＥ)基因(ａｃｅ－１、ａｃｅ－２、ａｃｅ－３ 和 ａｃｅ－４)ꎮ 结果

采用 ２－ΔΔＣＴ法计算ꎬ选择 ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎮ 计算

式为:
２ －ΔΔＣＴ ＝ ２ －(ΔＣＴꎬｑ－ΔＣＴꎬｃｄ) ꎬΔＣＴ ＝ ＣＴ目的基因 － ＣＴ内参基因 (１)

式中:ＣＴ 为循环次数ꎻｑ 为处理组ꎻｃｄ 为对照组ꎮ
基因引物序列如表 ２ 所示ꎮ

表 ２　 引物序列

基因(Ｗｏｒｍｂａｓｅ 序列号) 引物序列(５′ ｔｏ ３′)

ｈｓｐ－１６􀆰 １(Ｔ２７Ｅ４􀆰 ８) ＧＡＧＡＧＡＴＡＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＧＧＡＡＣＧ

　 ＴＧＧＣＴＴＧＡＡＣＴＧＣＧＡＧＡＣＡＴＴＧ

ｈｓｐ－１６􀆰 ２(Ｙ４６Ｈ３Ａ􀆰 ３) ＡＴＧＧＡＡＣＧＣＣＡＡＴＴＴＧＣＴＣＣＡＧＴＣ

　 ＴＣＣＴＴＧＧＡＴＴＧＡＴＡＧＣＧＴＡＣＧＡＣＣ

ｈｓｐ－１６􀆰 ４８(Ｔ２７Ｅ４􀆰 ８) ＡＣＴＣＧＡＴＧＴＴＴＣＴＣＡＴＴＴＣ

　 ＴＧＧＧＡＡＴＡＧＡＡＣＧＡＧＡＴＧＡＧ

ｃｅｐ－１(Ｆ５２Ｂ５􀆰 ５) ＴＴＣＣＧＡＣＧＣＡＡＧＴＡＧＴＣＴＣＣ

　 ＣＧＧＴＡＡＡＡＧＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧ

ａｐｅ－１(Ｆ４６Ｆ３􀆰 ４) ＧＴＴＴＧＧＴＧＡＴＡＧＴＣＴＡＧＡＣＧ

　 ＴＧＴＴＧＴＧＧＴＡＴＣＡＣＴＡＣＣＴＡＡＴＡＣＣ

ｓｏｄ－１(Ｃ１５Ｆ１􀆰 ７) ＣＧＡＧＧＧＡＧＴＣＧＧＡＧＡＣＡＡＧＧ

　 ＧＴＡＧＴＡＧＧＡＧＴＡＧＧＡＡＣＡＡＣ

ｓｏｄ－３(Ｃ０８Ａ９􀆰 １) ＴＴＧＡＡＧＡＴＣＧＣＣＡＣＣＴＧＴＧＣＡＡＡＣ

　 ＡＴＧＧＡＣＡＴＡＧＴＣＴＧＧＧＣＧＧＡＣＡＴＴ

ａｃｅ－１(Ｗ０９Ｂ１２􀆰 １) ＴＴＧＡＴＧＴＣＴＡＴＧＡＣＧＧＧＡＧＧ

　 ＣＧＡＡＣＡＡＴＧＴＧＡＴＧＣＧＡＣＴＡ

ａｃｅ－２(Ｙ４４Ｅ３Ａ􀆰 ２) ＣＧＡＧＣＣＣＴＧＡＴＴＡＣＡＣＧＡＧＡＴ

　 ＣＡＴＴＡＣＡＣＣＣＡＴＣＣＡＣＴＴＴＧＧ
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基因(Ｗｏｒｍｂａｓｅ 序列号) 引物序列(５′ ｔｏ ３′)

ａｃｅ－３(Ｙ４８Ｂ６Ａ􀆰 ８) ＴＣＧＧＡＡＴＣＡＡＴＣＡＣＧＡＣＧＡＧ

　 ＡＣＧＣＡＧＴＧＴＣＣＡＣＡＣＡＴＴＣＡ

ａｃｅ－４(Ｙ４８Ｂ６Ａ􀆰 ７) ＧＣＣＡＴＴＣＴＴＣＡＡＴＣＣＧＧＡＡＧ

　 ＣＡＴＧＣＣＡＴＴＧＡＧＧＴＧＴＣＣＡ

ａｃｔｉｎ(Ｔ０４Ｃ１２􀆰 ６) ＡＧＡＡＧＡＧＣＡＣＣＣＡＧＴＣＣＴＣＣ

　 ＧＡＡＧＣＧＴＡＧＡＧＧＧＡＧＡＧＧＡＣ

１􀆰 ４　 ＱＳＡＲｓ 毒性评估

利用 ＵＰＬＣ ( ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００) － ＭＳ ( Ｑ － Ｅｘａｃｔｉｖｅ
ｐｌｕｓꎬ Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ ＵＳＡ) 测 定 ＮＯＲ 降 解 产

物[１２]ꎮ 利用 ＥＣＯＳＡＲ 程序计算 ＮＯＲ 及其降解产物

的急性和慢性毒性ꎮ 急性毒性根据鱼、水蚤和绿藻

的 ＬＣ５０和 ＥＣ５０值(ｍｇ / Ｌ)进行预测ꎻ慢性毒性根据

ＣｈＶ 值(ｍｇ / Ｌ)进行预测[１３]ꎮ 利用«全球化学品统

一分类和标签制度(ＧＳＨ)»对急性和慢性毒性值进

行毒性评价[１４]ꎮ
１􀆰 ５　 数据统计与分析

利用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０(ＳＰＳＳ Ｉｎｃ.ꎬＣｈｉｃａｇｏꎬＵＳＡ)软件

进行 数 据 的 显 著 性 差 异 分 析ꎬ 采 用 方 差 分 析

(ＡＮＯＶＡ)和 ＬＳＤ 事后检验比较各组间差异的显著

性ꎬ显著性水平 ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异显著(∗)ꎬｐ<０􀆰 ０１
差异极显著(∗∗)ꎮ 通过 Ｏｒｉｇｉｎ ８􀆰 ０ 软件绘制数

据图ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＮＯＲ 降解液对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 运动行为和体长的

影响

ＮＯＲ 降解液对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 运动行为和体长的影

响如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 中可以看出ꎬ暴露 ７２ ｈ 后ꎬ
随着氧化降解反应时间的延长ꎬ降解液会显著( ｐ<
０􀆰 ０１)刺激 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 的头部摆动ꎻ线虫身体弯曲频

率增加ꎬ但未达到显著水平ꎮ 曹雪等[１５] 的研究发现

暴露于壬基酚 ７２ ｈ 后会刺激线虫运动行为ꎮ 反应

３ ｍｉｎ 和 １０ ｍｉｎ 时的反应液会显著抑制 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 体
　 　 　 　 　 　 　

(ａ)对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 头部摆动的影响

(ｂ)对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 身体弯曲的影响

(ｃ)对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 体长的影响

图 １　 ＮＯＲ 降解液亚急性暴露对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ
运动行为和体长的影响

长ꎮ 研究结果表明ꎬＮＯＲ 降解产物具有较强的线虫

生长发育毒性ꎮ 已有研究结果表明ꎬＴＣｓ 会显著抑

制线虫的生长[１６]ꎬ并在 Ｆｅ＠ ＭｏＳ２ 电催化降解过程

中产生高毒性物质[１４]ꎬ对发光细菌生长的抑制表现

出先升高后降低的趋势ꎮ
２􀆰 ２　 ＮＯＲ 降解液对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 生化指标的影响

线虫亚急性暴露后的 ＲＯＳ 和细胞凋亡水平荧

光图像如图 ２ 所示ꎬ相对荧光强度值如表 ３ 所示ꎮ
由图 ２、表 ３ 中可以看出ꎬ随着氧化降解时间的延

长ꎬ降解液并未显著影响线虫体内 ＲＯＳ 水平和细胞

凋亡水平(ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 线虫的 ＲＯＳ 防御机制会抵抗

氧化应激损伤并清除 ＲＯＳꎬ维持生物体稳态[１７]ꎮ 与

曹雪等[１５]研究类似ꎬ壬基酚会刺激线虫运动行为ꎬ
但 ＲＯＳ 和细胞凋亡水平却略微下降ꎮ 而在反应

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)ＲＯＳ 水平

(ｂ)细胞调亡水平

图 ２　 ＮＯＲ 降解液亚急性暴露 ＲＯＳ 和

细胞凋亡水平代表性荧光图

􀅰４３１􀅰
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表 ３　 ＲＯＳ 和细胞凋亡水平的相对荧光强度

降解反应时间 /
ｍｉｎ

ＲＯＳ 水平

相对荧光强度值

细胞凋亡水平

相对荧光强度值

０ ９３􀆰 ２１±９􀆰 ５３４ １１０􀆰 ０７±１０􀆰 ２４２

３ ８４􀆰 ４７±４􀆰 ５５４ ９１􀆰 ４１±６􀆰 ２５９

１０ １０３􀆰 ３２±４􀆰 ７９７ ７６􀆰 ９０±１３􀆰 ９６２

３０ ９６􀆰 ７３±４􀆰 １６７ １０６􀆰 ２０±８􀆰 ３６０

１０ ｍｉｎ 和 ３０ ｍｉｎ 降解液中ꎬ线虫的 ＲＯＳ 水平上升ꎬ
表明线虫体内可能产生过量的 ＲＯＳꎬ产生氧化应激

反应ꎮ Ｌｉｕ 等[１８]的研究表明ꎬ线虫暴露于四溴双酚

Ａ 时 ＲＯＳ 水平增加导致线虫氧化应激ꎮ
２􀆰 ３　 ＮＯＲ 降解液对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ 分子指标的影响

ＮＯＲ 降解液亚急性暴露对线虫胁迫相关基因

表达的影响如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 中可以看出ꎬ在反

应 ３、１０ ｍｉｎ 和 ３０ ｍｉｎ 的降解液中ꎬ线虫热激蛋白基

因 ｈｓｐ－１６􀆰 ４８、ｐ５３ 类似蛋白基因 ｃｅｐ－１、ＳＯＤ 基因

ｓｏｄ－１ 和 ＡＣｈＥ 基因 ａｃｅ－２ 和 ａｃｅ－３ 的表达显著提

高ꎬ分别提高 ２􀆰 ２３ ~ ７􀆰 ３６ 倍、１􀆰 ９７ ~ ４􀆰 ０６ 倍、０􀆰 ８２ ~
２􀆰 ９５ 倍、２􀆰 ２０ ~ ６􀆰 ０６ 倍和 ３􀆰 ４８ ~ ７９􀆰 ６２ 倍ꎮ 热激蛋

白基因 ｈｓｐ－１６􀆰 ２、凋亡蛋白基因 ａｐｅ－１ 和 ＳＯＤ 基因

ｓｏｄ－３ 在反应 ３ ｍｉｎ 和 １０ ｍｉｎ 的降解液中表达量升

高ꎬ而在 ３０ ｍｉｎ 反应液中表达量降低ꎬ其中 ｓｏｄ－３
显著下降(０􀆰 ３２ 倍)ꎮ ＡＣｈＥ 基因 ａｃｅ－１ 在 １０ ｍｉｎ
反应液中表达量显著下降(０􀆰 １５ 倍)ꎮ

图 ３　 ＮＯＲ 降解液亚急性暴露对 Ｃ.ｅｌｅｇａｎｓ
胁迫相关基因表达的影响

线虫会产生应激蛋白(如热激蛋白)以适应自

然环境的变化[１９]ꎬ当生物体产生应激损伤时ꎬ热激

蛋白基因 ｈｓｐ－１６􀆰 １、ｈｓｐ－１６􀆰 ２ 和 ｈｓｐ－１６􀆰 ４８ 会大量

表达ꎬ修复细胞损伤[１１]ꎮ 暴露于 ＮＯＲ 降解液后

ｈｓｐ－１６􀆰 ２ 和 ｈｓｐ－１６􀆰 ４８ 基因表达量增加ꎬ但显示无

明显变化规律ꎮ 此外ꎬ当生物体受到胁迫损伤时ꎬ会
通过 ＳＯＤ 相关基因 ｓｏｄ－１ 和 ｓｏｄ－３ 的表达量增加来

抵抗氧化应激损伤ꎬ同时清除氧自由基ꎬ以维持生物

体的稳态[１０]ꎮ ｓｏｄ－１ 和 ｓｏｄ－３ 表达量升高ꎬ表明线

虫 ＲＯＳ 防御机制响应ꎬ清除线虫体内的 ＲＯＳꎬ故线

虫体内 ＲＯＳ 荧光水平无显著变化ꎮ 在反应 ３０ ｍｉｎ
降解液中线虫 ｓｏｄ－３ 基因表达显著降低ꎬ与其 ＲＯＳ
防御机制遭到破坏有关ꎮ Ｌｉ 等[２０]的研究表明ꎬ线虫

暴露于 Ａｌ２Ｏ３ 纳米颗粒可产生 ＲＯＳꎬ造成 ＲＯＳ 防御

机制破坏ꎬｓｏｄ－３ 基因表达降低ꎮ
ｃｅｐ－１ 基因具有调节线虫体内应激反应和细胞

凋亡的功能[１０]ꎬａｐｅ－１ 基因同样参与细胞凋亡ꎮ 暴

露于 ＮＯＲ 降解液后 ｃｅｐ－１ 和 ａｐｅ－１ 基因表达量增

加ꎬ调控线虫应激反应和细胞凋亡ꎮ ＡＣｈＥ 参与细

胞的发育和成熟ꎬ可以促进神经元发育和神经再生ꎮ
线虫具有多个 ａｃｅ 基因编码 ＡＣｈＥ[２１]ꎬ且不同的 ａｃｅ
基因具有不同的表达区域ꎬａｃｅ－１ 基因在表皮细胞

及阴泵肌肉细胞中表达ꎬ而 ａｃｅ－２ 基因主要在神经

元中表达[２２]ꎮ ａｃｅ－３ 和 ａｃｅ－４ 基因首先在线虫体内

转录成双顺反子信使以形成操纵子ꎬ而这些操纵子

在咽肌细胞和 ２ 个与神经管相关的神经元中被检测

到[２２]ꎮ 何雪珠等[２３] 的研究结果表明ꎬ新烟碱类杀

虫剂会降低 ＡＣｈＥ 活性ꎬ提高 ａｃｅ 基因表达ꎮ 随着

ＮＯＲ 氧化降解反应时间的延长ꎬ线虫 ａｃｅ－１、ａｃｅ－２
和 ａｃｅ－４ 基因的表达量升高ꎬ表明其运动神经受损ꎬ
导致线虫运动行为异常ꎮ 与 ｓｏｄ－３ 基因相似ꎬ在反

应 １０ ｍｉｎ 的降解液中线虫 ａｃｅ－１ 基因表达量降低ꎬ
与调控机制遭到破坏有关ꎮ
２􀆰 ４　 ＮＯＲ 及其降解产物的生态毒性评估

ＮＯＲ 及其降解产物(３０ ｍｉｎ)的毒性计算结果

如表 ４ 所示ꎮ 与 ＮＯＲ 相比ꎬ羟基化、脱氟和哌嗪环

裂解 ３ 种降解途径中的降解产物ꎬ只有哌嗪环裂解

产物显示出较低的 ＬＣ５０、ＥＣ５０和 ＣｈＶ 值ꎬ具有较高的

毒性风险ꎮ
表 ４　 ＮＯＲ 及其降解产物对鱼类、水蚤和绿藻的急性和慢性毒性 ｍｇ / Ｌ

化合物 ｍ / ｚ 鱼类(ＬＣ５０) 水蚤(ＬＣ５０) 绿藻(ＥＣ５０) 鱼类(ＣｈＶ) 水蚤(ＣｈＶ) 绿藻(ＣｈＶ)

１ ＮＯＲ ３２０ ２００８１􀆰 ３６ １８３０􀆰 ８０ ２５６７􀆰 ４９ ２６４７􀆰 ２０ １１５􀆰 ８８ ７０２􀆰 ５４

２ ３３５ ８０５００􀆰 ３８ ６６２１􀆰 ０６ １１３８３􀆰 ０３ １４５２３􀆰 ４５ ３７９􀆰 １６ ２８９１􀆰 ９３
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化合物 ｍ / ｚ 鱼类(ＬＣ５０) 水蚤(ＬＣ５０) 绿藻(ＥＣ５０) 鱼类(ＣｈＶ) 水蚤(ＣｈＶ) 绿藻(ＣｈＶ)

３ ３４９ ４８２７６􀆰 ４５ ４１４２􀆰 ８３ ６５４８􀆰 ８４ ７６５３􀆰 ０３ ２４７􀆰 ２４ １７１５􀆰 ４６

４ ３６７ ５０１００００ ３０２０００ ９６００００ ２３３００００ １２７８７􀆰 ２１ １９５０００

５ ３６９ ２５００００００ １３３００００ ５４０００００ １６９０００００ ５００３４􀆰 ７８ １００００００

６ ３０１ ２５６６０􀆰 ９７ ２２８５􀆰 ６０ ３３５６􀆰 ５２ ３６３１􀆰 ６８ １４１􀆰 ４３ ９０３􀆰 １４

７ ３１７ ５５８７６􀆰 ７３ ４７０６􀆰 ６０ ７７１９􀆰 １４ ９３７４􀆰 ９４ ２７５􀆰 ８５ １９９５􀆰 ０６

８ ３３３ ２８９３４􀆰 ３４ ２８１４１􀆰 ８２ １３０１９􀆰 １８ １４５３４􀆰 ３３ ３３２０􀆰 ５０ ２５０３􀆰 ８４

９ ３４９ ４５２０００ ７１００００ ２４２０００ ４３６０００ ６０４１２􀆰 ５３ ２４２８４􀆰 ４７

１０ ３３５ ４４７７８􀆰 ６４ ４７００６􀆰 ７９ ２０７１１􀆰 ２７ ２４９６１􀆰 ５８ ５２６５􀆰 ０８ ３５９１􀆰 ３８

１１ ３２１ １１２０００ １４００００ ５５１８７􀆰 １８ ７８９０９􀆰 ３３ １３９２７􀆰 １３ ７５９４􀆰 ８２

１２ ２９３ ７２０５７􀆰 ６１ ５９１６􀆰 １１ １０２０６􀆰 ９４ １３０７０􀆰 ９２ ３３８􀆰 ２１ ２５８９􀆰 ８１

１３ ２７８ １６９１５􀆰 １７ １５４４５􀆰 ３０ ７４３９􀆰 ６０ ７７９５􀆰 ７４ １９０２􀆰 ５９ １５５８􀆰 ７２

１４ ２５０ １９９８􀆰 １２ １８􀆰 ３２ ５１􀆰 ３０ １１􀆰 １４ ０􀆰 ６３ ８４􀆰 ２１

　 　 注:根据«全球化学品统一分类和标签制度(ＧＳＨ)»对预测毒性值进行分类(联合国ꎬ２０１１)ꎮ 无害:ＬＣ５０ / ＥＣ５０ / ＣｈＶ>１００ ｍｇ / Ｌꎻ低毒:１０ ｍｇ / Ｌ
<ＬＣ５０ / ＥＣ５０ / ＣｈＶ<１００ ｍｇ / Ｌꎻ中毒:１ ｍｇ / Ｌ<ＬＣ５０ / ＥＣ５０ / ＣｈＶ<１０ ｍｇ / Ｌꎻ剧毒:ＬＣ５０ / ＥＣ５０ / ＣｈＶ<１ ｍｇ / Ｌꎮ

　 　 Ｆｅ＠ ＭｏＳ２ 电催化降解 ＴＣｓ 的研究结果表明ꎬ反
应初期的降解产物会对水生生物产生毒性作用[１４]ꎮ
Ｓｈａｈ 等[１３]使用 Ｂｉ３＋和 Ｆｅ２＋共掺杂的氧化锌(Ｂｉ－Ｆｅ－
ＺｎＯ)催化 ＰＭＳ 降解 ＮＯＲꎬ并利用 ＥＣＯＳＡＲ 软件来

预测 ＮＯＲ 及其降解产物的急性和慢性毒性ꎬ发现部

分降解产物风险高于 ＮＯＲꎮ 与上述研究结果相似ꎬ
ＮＯＲ 氧化降解过程会产生毒性较高的降解产物ꎬ且
主要毒性源于 ＮＯＲ 哌嗪环的裂解ꎮ

􀅰６３１􀅰
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３　 结论

研究了不同反应时间的 ＮＯＲ 氧化降解液对 Ｃ.
ｅｌｅｇａｎｓ 的毒性效应ꎬ结果表明暴露于 ＮＯＲ 降解液时

线虫运动行为受刺激ꎬ头部摆动和身体弯曲频率增

加ꎬ且反应 ３ ｍｉｎ 和 １０ ｍｉｎ 的降解液会显著降低其

体长ꎬ具有生长发育毒性ꎮ 虽然线虫 ＲＯＳ 和细胞凋

亡水平无显著变化ꎬ但 ＳＯＤ 编码基因表达量显著提

高ꎬ表明线虫 ＲＯＳ 防御系统响应ꎬ抵抗氧化应激损

伤并清除 ＲＯＳꎮ 热激蛋白基因 ｈｓｐ － １６􀆰 ２ 和 ｈｓｐ －
１６􀆰 ４８ 表达显著升高ꎬ表明 ＮＯＲ 降解液造成线虫应

激反应ꎮ 此外ꎬＡＣｈＥ 基因 ａｃｅ－１、ａｃｅ－２ 和 ａｃｅ－３ 表

达量显著提高ꎬ表明线虫的运动神经受损ꎬ是造成线

虫运动行为异常的主要原因ꎮ ＮＯＲ 降解过程的主

要毒性物质是哌嗪环裂解产物ꎮ
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