
摘 要：为探讨微米氧化锌与纳米氧化锌对底栖生物生态毒性效应的影响，以中华圆田螺为受试生物，采用电子顺磁共振技术等

多种检测方法，比较研究了肝脏自由基、抗氧化酶活性和丙二醛（MDA）含量在 14 d暴露时间内的变化规律。研究发现：微、纳米氧
化锌均可诱导中华圆田螺产生羟基（·OH）自由基；微米氧化锌暴露抑制 SOD活性，纳米氧化锌则显著诱导 SOD活性；纳米氧化锌
对田螺肝脏羟基（·OH）自由基、CAT、MDA和 Zn富集量的诱导程度高于微米氧化锌；微、纳米氧化锌均显著抑制 GST活性，但两者
之间差异不显著。结果表明，纳米氧化锌对中华圆田螺肝脏产生更强的毒性效应，但当微米氧化锌达到一定浓度后能够产生和纳米

氧化锌相似水平的毒性。
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Abstract：Cipangopaludina Cahayensis was chosen as a test species to investigate the effects of micro and nano ZnO. The free radicals gen原
eration was determined by EPR and several antioxidant enzyme such as SOD, CAT, MDA, GST were measured. The study found that, micro/
nano ZnO could both induce the production of hydroxyl free radicals（·OH）in Cipangopaludina Cahayensis . The intensity of free radical,
bioaccumulation of Zn under nano ZnO exposure were higher than micro ZnO exposure. SOD activities were inhibited under micro ZnO ex原
cept 1~2 mg·L-1, and were significantly induced under nano ZnO exposure. Micro/nano ZnO exposure induced the CAT activities and activ原
ities were higher with nano ZnO exposure. Furthermore, nano ZnO and 1~2 mg·L-1 micro ZnO induced the synthesis of MDA, suggested that
more severe oxidative stress were caused by nano ZnO under the same concentration. However, the inhibition of GST activity was both sig原
nificantly under micro/nano ZnO exposure and there was no obvious difference between them. The results showed that nano ZnO resulted in
greater toxic effects on Cipangopaludina Cahayensis, and that higher micro ZnO could produce a similar toxicity to a lower concentration of
nano ZnO.
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氧化锌是一种宽带隙半导体材料，在光电子领域

有重要作用，也是无机抗菌剂研究的热点之一。纳米氧

化锌作为常见的纳米材料还被广泛应用于陶瓷、油漆

等行业，甚至在化妆品领域也有广阔的应用前景[1-2]。
目前，相关实验发现微米氧化锌在高剂量时可诱导小

鼠细胞 DNA损伤 [3]，但对水生生物毒性的研究还较
少，而纳米氧化锌在此方面的研究主要针对细菌、藻

类和鱼类。研究显示，低浓度纳米氧化锌对斜生栅藻

生长起促进作用，达到一定浓度后表现为抑制作用[4]；
纳米氧化锌虽然在鱼类体内不具有生物蓄积性，但无

法完全清除，高浓度下会有大量 Zn积累在鱼鳃、肠等
部位并出现氧化应激反应，甚至还会导致鱼类器官损

伤，渗透调节能力变弱以及免疫系统紊乱[5-6]。
采用电子顺磁共振（EPR）技术与自旋捕集技术

相结合来捕捉寿命短、稳态浓度低的瞬态自由基是细

胞生物学及生物化学研究中常用的方法，具有灵敏度

高、特异选择性强和分析结果可靠等优点[7]。在所有需
氧生物体内，都存在一系列抗氧化酶和抗氧化剂，它

们的总称就是抗氧化防御系统，其作用是清除体内过

剩的活性氧簇（ROS），保护机体免受过量 ROS 带来
的伤害[8]。中华圆田螺（Cipangopaludina cahayensis）是
国内常见的杂食性大型淡水底栖动物，处于食物链

低营养级别，且在水中的移动性很小，生活环境相对

固定，可以真实地反映周围底泥或水体的实际污染

状况[9]，然而目前关于纳米颗粒对底栖动物低浓度暴
露的生态毒理学效应的研究还较为少见。

本研究以中华圆田螺为受试生物进行室内试验，

以自由基强度、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶
（CAT）、丙二醛（MDA）、谷胱甘肽 S-转移酶（GST）以
及肝脏中 Zn的富集量为测试指标，研究低浓度下微、
纳米氧化锌悬浮液对中华圆田螺的生态毒理学效应，

以期为今后纳米氧化锌的生态安全性评价提供数据

支撑和科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试生物
试验所用中华圆田螺购自南京市水产市场，其平

均体长为（5.41依0.65）cm，平均体宽为（3.85依0.75）
cm，平均体重为（43.57依0.45）g。驯养采用曝气除氯自
来水，试验前驯养 14 d，死亡率小于 5%。随机选取个
体差异不大的田螺用于暴露试验。

1.2 仪器与试剂
仪器：EMX 10/12 型 EPR 谱仪（德国 Bruker 公

司）；UV-8000S 双光束紫外/可见分光光度计；HC-
3018R高速冷冻离心机；PE-AA800火焰原子吸收光
谱仪（铂金埃尔默仪器有限公司，上海）等。

试剂：纳米氧化锌（纯度 99.7%，粒径 50依10 nm）
和微米氧化锌（AR，纯度逸99.0%，粒径臆1 滋m）购自
阿拉丁（Aladdin）公司，二甲基亚砜（DMSO），琢-苯基-
N-叔丁基甲亚胺-N-氧化物（PBN），其余试剂均为国
产分析纯。

1.3 试验设计
微、纳米 ZnO悬浮液制备：分别将微米氧化锌和

纳米氧化锌（浓度为 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0 mg·L-1）溶于
30 L 除氯自来水中，超声 60 min（仪器设置：功率
250，频率 40 kHz，温度 24 益）后待用[10-11]。

暴露试验：将已制备好的悬浮液分别加入体积为

40 L的玻璃水缸中，并投放 20只田螺，同时设置空白
对照。暴露时间为 14 d，光照周期为 12 h（白昼）/12 h
（黑暗），维持水温（24依2）益，每 2 d投放人工饵料一
次。采用静态置换法每 2 d更换一次溶液，并检查一
次水质。试验期间，田螺状况良好无死亡。试验结束

后，将实验螺取出洗净，夹破螺壳后分离出肝脏，一部

分直接保存于-20 益冰箱中用于测定 Zn 富集量，另
一部分加磷酸缓冲液研磨后经高速冷冻离心机离心

30 min，取上清液存放于-20 益冰箱中保存待测。
1.4 指标测定
1.4.1 自由基的捕获与测定

自由基的捕获与测定采用 Davies等改良方法[12]，
即在 N2环境下，用 PBN和 DMSO制取肝脏匀浆液，
而后抽取上清液注入一端封口的毛细管中，迅速放入

液氮中保存，待电子顺磁共振（EPR）测定。其中 EPR
谱仪操作参数：测试温度 130 K，微波功率 20 mW，微
波频率 9.751 GHz，调制频率 100 kHz，调制幅度 0.5
G，中心磁场 3470 G，扫场时间 84 s，时间常数 41 ms，
扫场宽度 200 G，信号为 5次叠加[13]。
1.4.2 生化指标测定

采用考马斯亮蓝 G250与蛋白质结合的方法测定
蛋白质含量[14]；改进的邻苯三酚自氧化法测定 SOD[15]；
徐镜波等 [16]的方法测定 CAT；Habig [17]改进法测定
GST；硫代巴比妥酸（TBA）比色法测定 MDA[18]。
1.4.3 Zn生物积累测定

将中华圆田螺洗净解剖后取出肝脏，在 60 益下
烘 48 h至样品恒重。称取 0.5 g左右预处理后的肝脏置
于锥形瓶内，加入 10 mL优级纯混酸溶液（浓 HNO3颐浓
HClO4为 5颐1），在电热板上消煮至白色后用稀 HNO3
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图 2 自由基信号强度变化情况（n=5）
Figure 2 Changes of free radical signal intensity（n=5）
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图 1 微米氧化锌（A）与纳米氧化锌（B）暴露中华圆田螺
肝脏自由基图谱

Figure 1 EPR spectrum of free radical in liver of Cipangopaludina
cahayensis exposed to micro ZnO（A）and nano ZnO（B）

定容至 25 mL。利用原子吸收光谱仪测定 Zn的含量[19]。
1.5 数据处理与分析

数据采用 Origin 7.5 进行自由基图谱绘制和分
析、SPSS 17.0进行统计分析。运用单因素方差分析方
法，采用 Duncan法进行多重比较。差异显著性水平为
0.05，结果以标记字母法表示。
2 结果与分析

2.1 中华圆田螺肝脏自由基种类鉴定与变化情况
图 1是中华圆田螺暴露于 0.2 mg·L-1微、纳米氧

化锌悬浮液 14 d时肝脏自由基图谱。经计算，图 1A
暴露于微米 ZnO中华圆田螺肝脏捕获的自由基超精
细分裂常数 PBN/CH3为 aN=15.2 Gauss、aH=3.1 Gauss、
g=2.005 8，PBN/OCH3为 aN=15.6 Gauss、aH=3.5 Gauss、
g=2.005 8；图 1B暴露于纳米 ZnO中华圆田螺肝脏捕
获的自由基超精细分裂常数 PBN/CH3 为 aN =15.2
Gauss、aH =3.1 Gauss、g =2.005 8，PBN/OCH3 为 aN =15.4
Gauss、aH=3.3 Gauss、g=2.005 8。两者均与文献报道的
PBN捕获甲基和甲氧基的特征参数基本一致[20-21]。根据
羟基（·OH）自由基生成甲基和甲氧基的具体反应式：
·OH +DMSO寅·CH3 +PBN寅PBN/·CH3 +O2寅PBN/
·OCH3，且产生三组双重峰分类谱线为典型的 PBN捕
获自由基形成 PBN/·OH的 EPR图谱，可以判断在氮
气环境下微、纳米氧化锌均可诱导中华圆田螺肝脏产

生羟基（·OH）自由基。两个自由基图谱均具有超精细
分裂峰的三组峰，以第二组峰的第一个小峰的峰高与

峰谷之间信号强度差值的绝对值作为自由基的相对

浓度值[20]。该浓度下两处理组自由基信号强度分别为
3 549.8和 5 282.2。

微、纳米氧化锌暴露 14 d 中华圆田螺肝脏自由
基强度的变化如图 2所示。从图可以看出，微、纳米
氧化锌诱导·OH自由基信号强度均高于对照组，其
中 0.2~1 mg·L-1微米氧化锌和 0.1~1 mg·L-1纳米氧
化锌暴露信号强度显著高于对照组。两者随浓度增

加均表现为先升高后降低的变化趋势，最大信号值

均出现在 0.5 mg·L-1暴露水平下，但纳米氧化锌诱
导产生自由基强度为微米氧化锌的 3.09 倍、对照组
的 7.37倍。
2.2 中华圆田螺肝脏 Zn富集量情况

微、纳米氧化锌暴露 14 d中华圆田螺肝脏 Zn的
富集量情况如表 1所示。从表中可以明显看出，Zn的
富集量随暴露浓度的增加逐渐升高，除 0.1 mg·L-1微
米氧化锌处理外，其他处理组富集量均与对照组差异

显著。两处理组暴露浓度与富集量之间均存在显著的

线性相关，分别为：y=0.094 3x+0.109 3，R2=0.933 5；y=
0.108 3x+0.090 9，R2=0.940 4。但纳米氧化锌暴露 Zn
含量均高于同浓度微米氧化锌暴露。

2.3 中华圆田螺肝脏 SOD活性变化情况
微、纳米氧化锌暴露 14 d中华圆田螺肝脏 SOD

活性的变化如图 3所示。由图可知，0.1~0.5 mg·L-1微
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米氧化锌暴露 SOD活性呈显著抑制状态，1~2 mg·L-1

暴露组与对照组无显著差异。纳米氧化锌暴露 SOD
活性随浓度升高呈先增加后降低的变化趋势，0.1~0.2
mg·L-1暴露与对照无显著差异，1 mg·L-1时 SOD活性
达到最大值，为对照组的 2.99倍。
2.4 中华圆田螺肝脏 CAT活性变化情况

微、纳米氧化锌暴露 14 d中华圆田螺肝脏 CAT
活性的变化如图 4所示。微、纳米氧化锌暴露下 CAT
活性均处于显著诱导状态，且纳米氧化锌对 CAT活
性的诱导程度大于微米氧化锌。两者暴露下 CAT活
性均随 ZnO浓度增加逐渐增加，在 2 mg·L-1达到最大
值。其中，0.1~0.2 mg·L-1微、纳米氧化锌暴露与 0.5~1
mg·L-1纳米氧化锌暴露 CAT活性均无显著差异。

2.5 中华圆田螺肝脏 MDA含量变化情况
微、纳米氧化锌暴露 14 d中华圆田螺肝脏 MDA

含量的变化如图 5所示。由图可以看出，0.1~0.5 mg·
L-1微米氧化锌暴露 MDA含量未发生显著变化，浓度
达到 1~2 mg·L-1时 MDA含量出现显著诱导，分别为
对照组的 28.67倍和 33.45倍；纳米氧化锌暴露 MDA
含量显著增加，且随浓度增大呈先增加后降低的变化

趋势，1 mg·L-1时出现最大值，为对照组的 91.71倍。

2.6 中华圆田螺肝脏 GST活性变化情况
微、纳米氧化锌暴露 14 d中华圆田螺肝脏 GST

活性的变化如图 6所示。由图可知，两者暴露 GST活
性均处于显著抑制状态，在 0.5 mg·L-1暴露水平下抑
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图 4 CAT活性变化情况（n=5）
Figure 4 Changes of CAT activities（n=5）

表 1 微、纳米氧化锌暴露下中华圆田螺肝脏 Zn的富集量（mg·kg-1）
Table 1 Zinc contents in liver of Cipangopaludina cahayensis exposed to micro/nano ZnO（mg·kg-1）

浓度/mg·L-1 CK 0.1 0.2 0.5 1.0 2.0
微米 ZnO 0.269依0.001 6a 0.273依0.002 4a 0.339依0.001 8b 0.445依0.001 3c 0.596依0.002 0d 0.713依0.001 1e
纳米 ZnO 0.269依0.001 6a 0.282依0.002 2b 0.365依0.001 6c 0.475依0.001 8d 0.637依0.003 1e 0.792依0.002 2f
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图 3 SOD活性变化情况（n=5）
Figure 3 Changes of SOD activities（n=5）

图 5 MDA含量变化情况（n=5）
Figure 5 Changes of MDA contents（n=5）

图 6 GST活性变化情况（n=5）
Figure 6 Changes of GST activities（n=5）
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制程度最弱，但两者之间差异不显著。

3 讨论

有研究指出颗粒尺寸大小会影响其对生物的生

态毒性效应。Pradhan等[22]的研究表明，无脊椎碎食者
的摄食速率会随纳米颗粒尺寸的下降而抑制效果增

强。有学者同样发现尺寸较小（<10 nm）的纳米 TiO2
颗粒在低浓度暴露下对藻类的生长抑制程度高于尺

寸较大的颗粒[23]。但也有实验结果发现微、纳米 ZnO
对线虫的 24 h半致死剂量没有显著差异[24]。

活性氧的产生是生物体对外源性污染物胁迫响

应的路径之一，污染物可以通过活性氧进一步诱导生

物体发生氧化应激和氧化损伤。在本实验中，微、纳米

氧化锌均诱导田螺产生·OH自由基，且纳米氧化锌
诱导产生自由基信号强度高于微米氧化锌，与在鲫鱼

腹腔注射微、纳米氧化锌后肝脏中测得羟基自由基显

著诱导的结论相同[25]。金霏霏等[26]选用体外暴露的方
式同样在鲫鱼肝脏中发现了纳米氧化锌显著诱导产

生 ROS，Zhao等[27]用斑马鱼作为受试生物在 20、50、100
mg·L-1纳米氧化锌暴露下得出 ROS诱导程度分别为
对照组的 179%、194%和 244%的结论。这表明诱导产
生ROS 是 ZnO 对水生生物致毒的重要原因，且随
ZnO浓度增加表现出一定的剂量-效应关系，同时纳
米氧化锌暴露下生物受到的氧化胁迫大于微米氧化

锌，也表明颗粒粒径大小会影响其对生物的毒性。

SOD、CAT 和 GST 作为抗氧化防御系统的一部
分，在清除活性氧以及机体的保护性防御中发挥着巨

大的作用。在本实验中华圆田螺暴露于两种尺寸的

ZnO悬浮液中，机体受到一定程度的污染物胁迫，表
现出大量·OH自由基的产生，三种抗氧化酶也表现
出不同的变化情况。实验结果显示，在微米氧化锌暴

露下 SOD 活性处于抑制状态，可能如 Ntasham
Frankin所述析出的锌离子以及光催化会对其产生较
大影响，从而引起细胞功能下降[28-29]。熊道文等[30]在 7 d
的急性暴露实验中也发现常规 ZnO 会造成斑马鱼
SOD活性显著降低，仅为对照组的 48.7%，田文静等[31]

的实验结果则表明释放锌的处理组斑马鱼胚胎 SOD
活性表现出逐渐降低趋势。而纳米氧化锌暴露则显著

诱导 SOD活性，与 Zhao等[27]和刘林等[32]研究斑马鱼
胚胎和肝脏中 SOD活性显著增加且存在一定剂量依
赖性的变化情况相似。胡正雪等[25]则发现微米 ZnO对
鲫鱼肝脏和脑部 SOD活性均无明显影响，而 1 mg·L-1

和 12.5 mg·L-1纳米氧化锌暴露显著抑制鲫鱼肝脏和

脑部 SOD活性。两种尺寸氧化锌暴露下 CAT活性均
呈诱导状态，且两者均随浓度增大活性逐渐增加，与

熊道文等[30]在斑马鱼腮部、消化道中得到的 CAT 活
性诱导程度为对照组 153.6%、253.0%的结果相似。在
0.2~1 mg·L-1微米氧化锌暴露下活性氧浓度才出现显
著升高，此时 SOD活性处于抑制状态、CAT表现出显
著诱导情况，这表明在 ZnO低毒性影响下 CAT起防
御作用略大。而在 0.1~0.5 mg·L-1纳米氧化锌胁迫下
SOD和 CAT活性均表现出与自由基强度相同的变化
规律，表明此条件下需 SOD和 CAT联合作用，共同
消除活性氧对田螺造成的胁迫作用。而当浓度达到 1
mg·L-1时，活性氧浓度大幅下降至对照组相似水平，
SOD和 CAT仍处于诱导状态，可能是由于两种酶的
大量产生使得 ROS得到了消除，机体开始向稳定状
态恢复。以上结果表明，生物物种的差别以及器官的

不同均会影响抗氧化酶对 ZnO的反应，但 ZnO颗粒
尺寸的大小确实会对其产生毒性的高低造成影响。在

本实验中，GST活性表现出显著抑制状态，且 GST活
性在微、纳米氧化锌暴露之间的差异不显著，与斑马

鱼暴露 96 h后肠组织中 GST活性的变化情况有相似
之处[33]。这表明 GST作为第二阶段解毒酶未发挥明显
作用，其抑制情况可能因为受到脂质过氧化的伤害，

但关于 GST活性具体表现为抑制状态的原因还不明
确，有待进一步研究。

·OH自由基的生成与 MDA含量虽不完全同步，
但变化有一定正相关性，且 SOD的最大诱导为对照
组的 299%，远低于活性氧生成量，显著超出抗氧化防
御能力，因此田螺机体出现氧化应激，表现出严重的脂

质过氧化损伤。在微米氧化锌暴露时 MDA含量仅在
1~2 mg·L-1时发生大幅度增加，但纳米氧化锌暴露中
华圆田螺肝脏MDA含量显著增加，与其他学者关于鲫
鱼、斑马鱼和白亚口鱼等水生动物的结果相似[10，34-35]，
这说明微米氧化锌与纳米氧化锌均可因活性氧的生

成造成中华圆田螺细胞膜发生脂质过氧化，影响细胞

功能正常发挥[36]，且纳米氧化锌造成的损伤程度大于
微米氧化锌，与 ROS产生量保持一定的正相关。

本实验的结果还显示，随着 ZnO浓度的增加中
华圆田螺肝脏中 Zn富集量表现出显著的线性相关，
且两种尺寸暴露下 Zn富集量存在显著差异，这表明
纳米 ZnO更容易造成 Zn在田螺肝脏中的积累。但有
实验结果显示，纳米氧化锌在水中析出 Zn2+的浓度较
低，释放率不超过 5%[37]，而环境中 Zn2+浓度通常大于
10 mg·L-1，远高于纳米氧化锌溶解极限[28]，但 Zn2+释放
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程度大小对田螺具体影响程度以及 Zn 的富集是以
Zn的何种形态、通过哪种途径进入到肝脏中还需通
过进一步实验得出。

4 结论

氧化锌颗粒粒径的大小会影响其对生物的生态

毒性，在本实验中表现为纳米氧化锌对中华圆田螺的

生态毒性高于微米氧化锌；不同浓度下微、纳米氧化

锌对中华圆田螺的毒性有一定差异，0.5~1 mg·L-1为
生态毒性发生改变的阈值范围，且较高浓度微米氧化

锌表现出与低浓度（0.1~0.2 mg·L-1）纳米氧化锌暴露
相似的影响；微、纳米氧化锌对中华圆田螺肝脏自由

基强度、SOD、CAT活性、MDA含量以及 Zn富集量均
有一定影响，因此可以考虑采用该指标体系评价氧化

锌对底栖生物的生态毒性。
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