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摘　 要　 研究了纳米材料(多壁碳纳米管和纳米氧化锌)泄漏进入水环境后吸附多环芳烃(菲)对水生生态系

统可能造成的影响及其影响机制,以便能及早采取相应的风险管理措施. 实验结果表明,多壁碳纳米管

(MWCNTs)显著降低了菲(Phe)在鲫鱼肌肉和肝脏中的富集,但增加了其在鱼脑中的富集量;C-Phe 组菲在眼

部、胚胎和生殖腺中含量均高于 ZnO-Phe 组. MWCNTs、nZnO 与菲均诱导鲫鱼脑部和肝脏组织中自由基的

生成.
关键词　 鲫鱼, 多壁碳纳米管, 纳米氧化锌, 菲, 生物富集.

随着放射性示踪等技术的应用和纳米材料对小鼠等模式动物毒性效应过程机制研究的逐步深入,
纳米材料在环境中的迁移、转化以及进入水环境、土壤环境后的毒性效应逐渐引起学术界的兴趣[1-3] . 一
般认为纳米材料的疏水性及其在天然水体中的强团聚沉淀作用有可能减轻了纳米材料及其他污染物的

生物毒性,但是也有学者认为纳米材料与污染物结合可能产生更加严重的损坏后果,如增加污染物的生

物活性及转移能力[4-5] . 纳米材料在环境水体中不可能单独存在,水体中存在的其他物质会影响纳米材

料的水生毒性,而对纳米材料与其他环境污染物的交互作用的研究被认为是今后研究的重要方向[6] .
Yang 等[7]研究了氧化铝纳米颗粒的植物毒性,发现未修饰的氧化铝纳米颗粒可以抑制多种植物根的延

长,而在氧化铝纳米颗粒表面吸附(或修饰)菲则可以显著降低这种抑制作用,这可能是由于菲的吸附

使纳米颗粒表面较难产生羟基自由基,从而改变了纳米材料表面特性. 碳纳米材料和金属纳米材料在生

产和生活中的应用非常广泛,目前对其可能的生态毒性效应是纳米材料毒性的研究热点.
多环芳烃作为一种典型的持久性有机污染物,已经在世界各地被检出[8],在中国的各大水体中都大

量存在多环芳烃,而且其含量呈现逐渐增加的趋势. 目前大量的实验证实了多环芳烃的生态毒性效

应[9-10] . 进入环境中的纳米材料会影响多环芳烃的水生毒性,纳米材料的性质差异可能引起生物种群或

个体代谢速率、个体发育发展等方面的差异.
本研究主要借助14 C 同位素示踪和毒理学的方法,研究水环境中纳米材料 (多壁碳纳米管

(MWCNTs)和纳米氧化锌(nZnO))和多环芳烃(菲,Phe)相互作用导致各自生物有效性的改变以及引

起这种改变的原因. 重点阐明纳米材料与有机物共存对二者在鲫鱼体内富集分布的相互影响及其机制,
并通过单独与共存条件下对生物体靶器官的毒理学指标的研究,探讨纳米材料和多环芳烃复合污染的

毒性效应. 在关注纳米材料自身生态安全问题的基础上,进一步研究纳米材料与有机污染物的复合生态

效应,对水生态环境安全提供科学依据.

1　 材料与方法

1. 1　 仪器与试剂

仪器: OX500 液体闪烁仪 (德国 Bruker 公司), 电子顺磁共振仪 ( Bruker EMX10 / 12EPR);
MICROFUGE22R 高速冷冻离心机(Beckman 公司);UV-1600 紫外可见分光光度计(北京瑞丽);岛津
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RF-5000 型荧光分光光度计(日本岛津公司);DK-S24 恒温水浴锅;Labconco 冷冻干燥仪; 超声清洗机;
分析天平,BT224S,北京赛多利斯仪器系统有限公司;超纯水系统,Milli-Q,Millipore 公司.

试剂:菲(纯度为 99. 99% ,购自 Sigma 公司);nZnO(纯度 > 99. 9% ,粒径 < 50 nm),多壁碳纳米管

(MWCNTs,20-40 nm,购自深圳纳米港公司);放射性菲、闪烁液(生物碱,德国 Bruker 公司).
1. 2　 受试生物

实验对象为幼龄鲫鱼,平均体长 9 cm 左右,平均体重(23. 4 ± 0. 3) g. 鲫鱼在曝气水中驯养 7 d 后,
随机分出 6 组,每组 10 条,放入玻璃鱼缸中(实验前用 10% 硝酸和 30% 双氧水浸泡 2 d),实验用水

pH (7. 3 ± 0. 3),水温(22. 2 ± 1)℃,驯养及实验期间幼鱼生长无异常.
1. 3　 富集实验

纳米材料水悬浮液:MWCNTs 和 nZnO 分别加入到超纯水中,快速(200—300 r·min - 1)搅拌 10 min,
再超声 30 min 后,得到相应纳米材料水悬浮液储备液,置于棕色玻璃瓶中,待用. 使用前超声 10 min.

选取健康的无体表损伤的幼龄鲫鱼作为实验用鱼,实验分为对照组和实验组. 对照组暴露于除氯自

来水,实验组分别暴露于 0. 1 mg·L - 1 菲-水溶液(Phe),1 mg·L - 1 MWCNTs 和 0. 1 mg·L - 1 菲-水溶液

(C-Phe),1 mg·L - 1 nZnO 和 0. 1 mg·L - 1菲-水溶液中(ZnO-Phe),根据动态实验结果选择 4 d 为暴露时

间[11] . pH 值为 7. 1 ± 0. 4,水温(21 ± 1)℃ . 驯养及实验期间鲫鱼生长正常,每天定时投放商品鱼食. 隔
1 d换一次测试悬浮液,每个鱼缸保证足够曝气,在暴露 4 d 后,活体解剖,取肝脏、脑、肠、鳃、眼和肌肉组

织 - 50 ℃冰箱中保存备用.
将鲫鱼肝脏,脑,肠,鳃,眼和肌肉组织冻干至恒重后,按计量 0. 2 g 组织干重,放射性菲均使用液体

闪烁仪测定. 经测定液体闪烁仪的回收率达 98%以上.
1. 4　 活性氧自由基的 PBN 捕获与 EPR 测定

测定肝脏和脑中活性氧自由基(ROS),ROS 的捕获与测定采用 Davies M J 改良方法[12] .
1. 5　 抗氧化系统测定

将取出的肝脏用生理盐水洗去血液,滤纸吸干,迅速称取 0. 1 g 肝脏,按 1 ∶ 10 (质量 /缓冲液体积)
比例加入预冷的 Tris-HCl 缓冲液 (0. 01 mol·L - 1 Tris,0. 25 mol·L - 1 蔗糖, 0. 1 mmol·L - 1 EDTA,
pH 7． 5),冰浴下在玻璃匀浆器中匀浆破碎细胞. 匀浆液于 4 ℃、10500 r·min - 1下离心 30 min,取上清液

置于 - 50 ℃冰箱内保存,用于测定膜脂过氧化产物丙二醛(MDA)和超氧化物歧化酶(SOD). MDA 测定

采用 TBA 比色法[13] . 以每毫克蛋白中含 TBARS 的量即 nmol·mL - 1 表示, 摩尔吸光系数 e = 1. 56 ×
10 mol·L - 1·cm - 1 . SOD 活性的测定采用邻苯三酚自氧化法[14] .
1. 6　 统计分析

实验结果表示为平均数 ±标准误差(Mean ± SD),使用 Excel 软件对组间数据进行差异性分析,P <
0. 05 表明差异显著. Origin 7. 0 统计软件处理自由基数据.

2　 结果与讨论

2. 1　 纳米材料对菲在鲫鱼体内分布的影响

纳米材料由于其微小的粒径和独特的理化性质,与大颗粒物质相比在生物体内具有更好的迁移性.
纳米颗粒和蛋白质的复合物具有更大的流动性,随着蛋白质的代谢,纳米颗粒将能在生物体内迁移到大

颗粒物质无法到达的地方,比如通过血脑屏障到达脑部. Oberdörster[15] 提到早在 1941 年就已有证据表

明某些微粒能进入脑组织的血脑屏障,却缺乏后续研究. 该研究小组首次证实了纳米颗粒从肺组织向脑

组织的迁移. nZnO 悬浮液会释放出 Zn2 + ,对生物的毒性机制可能是因为释放出的 Zn2 + 引起. 刘慧等在

研究 nZnO 颗粒直接和体内细胞接触作用,释放的 Zn2 + 对毒性影响较小[16] . Villem Aruoja 等在研究

nZnO 对绿藻毒性影响时发现 nZnO 悬浮液中溶解 Zn2 + 对绿藻毒性小于 nZnO 的毒性[17],nZnO 悬浮液

释放的 Zn2 + 对鲫鱼毒性影响较小. 释放 Zn2 + 不是 nZnO 致毒的主要原因. 如图 1 显示,nZnO 与 MWCNTs
均能改变菲在鱼体内不同部位的富集分布. MWCNTs 显著降低了菲在鲫鱼肌肉和肝脏中的富集,但增加

了脑中的富集;C-Phe 组菲在眼部、胚胎和生殖腺中含量均高于 ZnO-Phe 组. 这可能与不同纳米材料独



1344　 环　 　 境　 　 化　 　 学 32 卷

特的物理化学性质有关. 如 MWCNTs 比 nZnO 有更高的亲脂性,此外对生物的毒性效应也可能与纳米材

料的颗粒尺寸和表面积有关.
2. 2　 肝和脑中活性氧自由基变化

图 2 为鲫鱼脑部中产生自由基的 EPR 波谱图,信号的强弱与自由基的量之间的关系. 将鱼脑部分

分离出体外并加入自由基捕获剂硝酮化合物(PBN),形成 PBN-自由基加合物,然后用 EPR 检测. 自由

基谱图为具有超精细分裂峰的 3 组峰,以第 2 组超精细分裂峰的第 1 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通过计算超精细分裂常数,确定其为甲基和甲氧基的混合谱

图[18] . 研究表明,二甲基亚砜(DMSO)可先与羟自由基在无氧情况下生成甲基,在有氧情况下生成甲氧

基,再经 PBN 捕获形成稳定的加合物. 经计算,本研究中鲫鱼脑部捕获的自由基超精细分裂常数 g =
2． 0057, aN = 15. 3 G,aH = 3. 5 G. 因此可以判断经 EPR 检测到的自由基为羟自由基(OH·). 为了避免

在鱼脑的体外分离和匀浆过程中 PBN 捕获空气混有的微量游离的自由基,鱼体脑部分离和匀浆的整个

操作过程均在充入氮气的密闭环境中进行. 因此,可以认为 PBN 捕获的自由基是纳米材料胁迫后在鲫

鱼脑部产生的自由基[19] .

图 1　 水体中加入 MWCNTs 、nZnO 对

菲在鲫鱼体内分布的影响

Fig. 1　 Effect of MWCNTs and nZnO on the distribution
of phenanthrene in Carassius auratus

图 2　 鲫鱼脑中检测到的

PBN 自由基图谱

Fig. 2　 The EPR spectra of PBN-radical adducts detected
in the brain of Carassius auratus

图 3 显示鲫鱼肝脏和脑部 PBN 捕获到的自由基信号强度,对于鲫鱼肝脏和脑部,其余 5 组的自由

基信号强度都比空白对照组强,说明了纳米材料及菲均能增强自由基信号强度,对鲫鱼肝脏和脑部造成

污染损伤. 肝脏和脑中 C + Phe 组信号强度大于 ZnO + Phe 组.

图 3　 暴露 MWCNTs 和 nZnO 后鲫鱼肝脏和脑中自由基信号的变化

Fig. 3　 Effect of MWCNTs and nZnO exposure on free radical signal intensity in the liver and brain of Carassius auratus

2. 3　 肝和脑中 MDA 含量的变化

生物体内代谢产生的活性氧可被抗氧化防御系统有效清除. 但若活性氧的产生速度超出了机体抗
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氧化防御系统的清除能力,就会对机体造成氧化胁迫,从而引发一系列毒性效应,如脂质过氧化、DNA
损伤、酶失活、甚至细胞死亡或癌变. MDA 是膜脂质过氧化作用的产物,是生物受到自由基损伤的重要

生化指标之一. 实验结果表明,4 d 后 MDA 含量与对照相比具有显著性差异. MDA 含量的上升从另一角

度说明污染物对鲫鱼确实产生膜脂质过氧化损伤. 同时也说明自由基的信号强度变化比 MDA 的升高更

灵敏,可以更早观察到. 脂质过氧化滞后于自由基的信号强度变化,说明污染物是通过诱导产生自由基

而导致对鲫鱼的脂质过氧化. 自由基信号强度变化可考虑作为水质污染早期监测指标. 比较 ZnO + Phe
和 C + Phe 的两组数据(图 4),鲫鱼脑部中 ZnO + Phe 组 MDA 值略高于 C + Phe 组;鲫鱼肝脏中 C + Phe
组高于 ZnO + Phe 组.

Yin 等[20]拟合了 MDA 含量、自由基信号和 O·-
2 含量三者之间的关系,发现 MDA 与自由基、超氧阴

离子均呈正相关,但与自由基的相关系数(R2 = 0. 765)小于与超氧阴离子的相关系数(R2 = 0. 862),说
明 MDA 更多地受到 ROS 的影响. 随着自由基的不断生成,生物体发生氧化应激来适应逆境胁迫,这种

平衡的改变会导致脂质过氧化产物 MDA 的不断累积,MDA 又会加剧细胞的伤害,使蛋白质的结构和催

化功能发生变化并且抑制蛋白质的合成,其含量可以反映生物遭受逆境伤害的程度.
2. 4　 肝和脑中 SOD 含量的变化

SOD 对污染物胁迫相当敏感,在低浓度污染物暴露下或短时间内,由于酶合成增加,其活性往往出

现诱导,以此清除体内多余的活性氧,当活性氧的产生超出抗氧化防御系统的防御能力,SOD 活性又会

受到抑制,其活性变化可作为污染物胁迫下机体氧化应激的敏感信号,可用作指示环境污染的早期

预警[21] .
不同污染物质暴露后,SOD 的含量变化见图 5,对不同污染物质,SOD 酶活性变化不一致,与对照组

相比,暴露于污染物后,SOD 浓度均明显增加,不同组织中的 SOD 酶活性变化不一致. 比较 ZnO + Phe 和

C + Phe 的两组数据发现,鲫鱼肝脏和脑中 ZnO + Phe 组 SOD 值均低于 C + Phe 组. SOD 可通过部分地清

除机体内的活性氧而减轻机体所受的氧化损伤. 它是生物体内唯一一种以自由基作为底物的抗氧化酶,
可通过歧化反应使 O·-

2 生成 H2O2和 O2,是生物防护机制的中心酶. 空白样的浓度明显低于其他的样品,
各暴露组 SOD 活性的增加,说明鲫鱼肝脏和脑部产生大量的 O·-

2 ,但还不足以使 SOD 酶受到损伤.
Mittler[22]也认为 ROS 的升高可以作为 SOD 活性增强的间接证据.

图 4　 暴露 MWCNTs 和 nZnO 后鲫鱼肝脏、
脑中 MDA 产生量的变化

Fig. 4　 Effect on MDA contents in liver and brain of
Carassius auratus under MWCNs and nZnO exposure

图 5　 暴露 MWCNTs 和 nZnO 后鲫鱼肝脏、
脑中 SOD 活性的变化

Fig. 5　 Effect on SOD activity in liver and brain of
Carassius auratus under MWCNs and nZnO exposure

3　 结论

本研究采用水生态毒理学方法,选择典型纳米材料(MWCNTs 和 nZnO)与多环芳烃(菲),以水生生

物鲫鱼为对象,研究纳米材料与有机污染物共存及单独存在条件下,二者生物有效性的变化,重点阐明

纳米材料与有机物共存对二者在锦鲫体内富集分布的相互影响及其机制,并通过单独与共存条件下对
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生物体靶器官的毒理学指标(氧化损伤)的研究,探讨纳米材料和多环芳烃复合污染的毒性效应. 研究

发现:
(1)nZnO 与 MWCNTs 均能改变菲在鱼体内不同部位的富集分布. MWCNTs 显著降低了菲在鲫鱼肌

肉和肝脏中的富集,但增加了脑中的富集;C-Phe 组菲在眼部、胚胎和生殖腺中含量均高于 ZnO +
Phe 组.

(2)纳米材料(MWCNTs 和 nZnO)与多环芳烃(菲)均诱导鲫鱼脑部和肝脏组织中自由基的生成,肝
脏和脑中 C + Phe 组信号强度均大于 ZnO + Phe 组,揭示自由基是机体受到氧化胁迫和氧化损伤的重要

原因之一.
(3)鲫鱼脑部中:ZnO + Phe 组 MDA 值高于 C + Phe 组;鲫鱼肝脏中:C + Phe 组 MDA 值高于 ZnO +

Phe 组. 鲫鱼肝脏和脑中 ZnO + Phe 组 SOD 值均低于 C + Phe 组,说明 SOD 酶活性对 MWCNTs 的暴露比

nZnO 敏感.
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Effect of nanomaterials on ecotoxicity of phenanthrene in Carassius auratus
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ABSTRACT
In this study, the impacts of nanomaterials (including multi-walled carbon nanotubes and nanosized ZnO)

in the presence of phenanthrene were studied. The reaction mechanisms were also investigated and it was
designed to address the potential environmental impacts of manufactured nanomaterials. The results show that
the concentrations of phenanthrene in the brain of Carassius auratus increased while those in the liver
decreased significantly in the presence of MWCNTs. With the coexisting nZnO, the concentration of
phenanthrene in the gonad embryo and eye of the fish were higher than the one with the coexisting MWCNTs.
In the brain and liver of the fish, free radicals induced by MWCNTs, nZnO and phenanthrene.

Keywords: Carassius auratus, MWCNTs, nZnO, phenanthrene, bioaccumulation.
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赛默飞推出众多色谱质谱新品

2013 年 6 月 25,赛默飞世尔科技在北京召开色谱质谱新品发布会,介绍今年赛默飞推出的色谱质

谱新品.
质谱新品新型“三合一”系统———Thermo Scientific Orbitrap Fusion Tribrid 液相色谱质谱仪(LC-MS)

集成四极杆、Orbitrap 和线性离子阱三种质量分析器,针对复杂生物样品具备出色的分析深度. 超高场

Orbitrap 提供超过 450,000 的分辨率和高达 15Hz 的扫描速率. 凭借三合一配置,用户将能够以更快的速

度识别更多低丰度蛋白质. 独特的仪器结构能够在 Orbitrap 和线性离子阱质量分析器中同时实现母离

子隔离、裂解和数据采集. Orbitrap Fusion 系统解决通量问题的一个方法是与质量标签(TMT)串联. 该技

术能够使质谱仪同时对多个样品中的蛋白质进行相对定量研究.
TSQ Quantiva 三重四极杆质谱仪利用主动离子管控技术(Active Ion Management,AIM)优化离子生

成及从离子源至检测器的传输,由此获得极限灵敏度. 与先前的赛默飞三重四极杆相比,灵敏度水平的

显著改善了诸如肽段定量、代谢物组学和生物制药 QA / QC 等应用领域的结果. 在公司实验室中,AIM 增

强系统以优异精度成功检测血浆中 70 阿克的维拉帕米. TSQ Quantiva MS 系统具有极高的通量,每秒可

运行 500 个 SRM 实验. TSQ Endura 三重四极杆质谱仪拥有 TSQ Quantiva MS 的多项先进技术,其设计用

于痕量水平定量,如食品检验、环境分析和制药 QA / QC 等应用领域.
另外,赛默飞在 ASMS 会议上推出的 Thermo Scientific ISQTM系列气相色谱-质谱联用仪也在此次新

品发布会上亮相,ISQ LT 气相色谱-质谱联用仪对于关注高通量并在分析方面要求高灵敏度、生产力永

不停歇、简单智能、要求苛刻的实验室来说,提供永不过时的投资.
新发布的 10 种质谱软件包:FreeStyle 1. 0、TraceFinder 3. 1、Lipid Search、Proteome Discoverer 1. 4、

Proteome Discoverer 1. 4、SIEVE 2. 1 等可分别用于不同的领域.


