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苯酚对多刺裸腹溞糖及蛋白质代谢酶的影响
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摘要:采用急性毒性方法，研究了苯酚对多刺裸腹溞(Moina macrocopa) 糖及蛋白质代谢的影响。实验设

对照组和 5 个苯酚处理组，苯酚浓度分别为 0. 25、0. 75、1. 25、1. 75、2. 25 mg /L。分别在苯酚处理 24 h 和

48 h 后用分光光度法 测 定 丙 酮 酸 激 酶 ( PK)、乳 酸 脱 氢 酶 ( LDH)、琥 珀 酸 脱 氢 酶 ( SDH)、谷 草 转 氨 酶

(GOT) 和谷丙转氨酶(GPT) 的活力。结果显示，随着苯酚浓度的增加和处理时间的延长，LDH 活力呈现

升高趋势，PK 和 SDH 活力与对照组相比没有显著性差异。GOT 活力在处理 24 h 后先升后降，处理 48 h

后活力降低;GPT 活力在处理 24 h、48 h 后活 力 均 升 高。结 论 是: 苯 酚 中 毒 需 要 高 水 平 的 代 谢 能 量，导

致裸腹溞代谢发生重大改变，诱导能量代谢一定程度上由碳水化合物分解代谢向蛋白分解代谢转变。
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Effects of Phenol on the Carbohydrate and Protein Metabolism
Enzymes of Moina macrocopa
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Abstract:To explore the effects of phenol on the carbohydrate and protein metabolism，Moina macrocopa were

exposed to phenol ( 0. 25，0. 75，1. 25，1. 75，2. 25 mg /L ) for 24 and 48 hours. Activities of several key

metabolic enzymes including pyruvate kinase ( PK) ，lactate dehydrogenase ( LDH) ，succinate dehydrogenase

( SDH ) ，glutamic oxaloacetic transaminase ( GOT ) and glutamic pyruvic transaminase ( GPT ) were

investigated. The results showed that the activity of LDH was gradually increased following the increase of phenol

concentration and treatment duration. PK and SDH activities remained almost unchanged. After 24 h，the activity

of GOT firstly showed increase，and then decrease. After 48 h，the activity of GOT decreased. The activity of GPT

was slightly elevated，but there was no significant difference when compared with controls. All these results

indicate that phenol intoxication demands high level metabolic energy and leads to significant changes of the

metabolic profile of the daphnia，inducing to a certain extent a shift from carbohydrate catabolism to protein

catabolism. The LDH may serve as a biomarker of aquatic animal for assessing the biochemical toxicity of

phenolic contamination.
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苯酚及其衍生物是非常重要的一类化工原

料，也作为非特异性杀虫剂、除草剂和杀菌剂被

广泛使用
［1］。在煤、焦生产过程中排出的废水

含有大量酚类化合物，导致境内河流、水库等水

体中苯 酚 及 其 衍 生 物 浓 度 严 重 超 标
［2］。苯 酚
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具有亲脂性，可以通过食物链在水生生物体内

富集，同时还具有遗传毒性、免疫毒性和致癌效

应，对水环境和人类健康造成威胁
［3］。

为了降 低 和 消 除 外 来 化 学 物 质 的 毒 性 效

应，机体将通过增加解毒酶合成、配体结合等应

激反应来消除不利影响，而解毒酶的合成或配

体结合需机体提供能量，这将导致机体蛋白质

的减少
［4］。蛋白质通过水解产生自由氨，自由

氨一般通过三羧酸循环 ( TCA) 释放能量
［5］，此

过程需要一些代谢酶参与。因此，机体 代 谢 酶

活力的变化将反映机体受到外来化合物胁迫的

程度。苯酚对机体的影响主要集中在对高等无

脊椎动物和鱼类中间代谢酶活力的研究
［1，3，6］。

早期研究发现，苯酚能通过鱼体 LDH 活力来影

响乳酸和丙酮酸的相互转化，通过 SDH 活力影

响厌氧代谢和有氧代谢的平衡
［3］。Gupta 等研

究也 发 现，酚 类 化 合 物 通 过 增 强 鱼 类 组 织

GOP、GPT 活力来改变氨基酸的转运能力，从而

改变蛋 白 质 代 谢
［1］。目 前 对 水 溞 的 代 谢 途 径

了解甚少，对其中间代谢产物及各种酶对毒物

的效应 也 缺 乏 深 入 研 究
［7］。仅 有 一 些 报 道 发

现，林 丹 和 氯 化 汞 能 够 干 扰 大 型 溞 ( Daphnia
magna) 碳水 化 合 物 代 谢

［8］。但 苯 酚 对 水 溞 糖

及蛋白质代谢的影响尚未见详细报道。
本课题组在前期研究中发 现，苯 酚 能 够 胁

迫多刺 裸 腹 溞 ( Moina macrocopa) 发 生 氧 化 损

伤并产生神经毒性
［9］。在此基础上，本论文就

苯酚胁迫对多刺裸腹溞糖及蛋白质代谢酶活力

的影响进行了研究，同时分析探讨了苯酚影响

糖酵解、三羧酸循环与氨基酸代谢的机理，为进

一步深入了解苯酚的毒性机理奠定基础。本研

究结果还具有环境检测与防治的应用价值。

1 材料与方法

1. 1 实验材料 多刺裸腹溞采自山西省太原

市小店区北张村二里河，经鉴定后在水温 20 ～
25℃ 条件下，经过实验室三代以上培养，其敏感

度达到了 中 华 人 民 共 和 国 国 家 标 准《水 质、物

质对溞类( 大 型 溞 ) 急 性 毒 性 测 定 方 法》(GB /
T13266-91)［10］。实验动物为 1 日龄幼溞。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 染毒处理 通过苯 酚 对 裸 腹 溞 的 急 性

毒 性 试 验，由 概 率 单 位 法 求 得 48 h LC50 为

2. 45 mg /L。根据 LC50 等 间 距 设 置 对 照 组 和 5
个 浓 度 组 ( 0. 25、0. 75、1. 25、1. 75、2. 25 mg /
L) ，处理时 间 为 24、48 h。测 试 液 的 配 置 采 用

母液稀释法，选取生长状况良好的 1 日龄幼溞，

分别 接 种 到 盛 有 梯 度 浓 度 的 苯 酚 溶 液 烧 杯

(250 ml) 中。处 理 期 间 不 喂 食，溶 氧 量 约 为

6. 0 mg /L。实验重复 3 次。
1. 2. 2 酶活 力 的 测 定 分 别 在 苯 酚 处 理 24、
48 h 取 样，匀 浆，匀 浆 液 在 4℃ 冷 冻 离 心

10 min，离心力为10 000 g。取上清液进行丙酮

酸激酶(PK)、乳酸脱氢酶(LDH)、琥珀酸脱氢

酶(SDH)、谷 草 转 氨 酶 ( GOT) 和 谷 丙 转 氨 酶

(GPT) 活力的测定。酶活力测定的方法参照南

京建成生物工程研究所试剂盒说明书。
1. 2. 3 总蛋白含量测定 总 蛋 白 含 量 测 定 采

用 Bradford 方法
［11］，以牛血清白蛋白为标准蛋

白。
1. 3 数据分析 实验结果用平均值 ± 标准差

(Mean ± SD) 表示，运用 SPSS 15. 0 统计学软件

进 行 分 析，采 用 单 因 素 方 差 分 析 ( One-Way
ANOVA) ，并应用 Dunnett 法对处理组和对照组

进行比较，P < 0. 05 为差异显著，P < 0. 01 为差

异极显著。

2 结 果

2. 1 苯酚对多刺裸腹溞糖代谢酶的影响 如

图 1 所示，在苯酚处理后，PK 活 力 与 对 照 组 相

比无显著性差异(P > 0. 05) ;但是，在处理 48 h
后，活力略有降低。由图 2 可知，随着苯酚处理

浓度的升高 LDH 活力升高。处理 24 h，浓度为

1. 75 mg /L时 LDH 活 力 显 著 升 高 ( P < 0. 05) ;

浓度为 2. 25 mg /L 时活力达到 最 高，与 对 照 组

相比存在极显著差异 (P < 0. 01)。处理 48 h，

浓度≥0. 75 mg /L时 LDH 活 力 均 极 显 著 升 高

(P < 0. 01) ;浓度为 1. 25 mg /L 时 LDH 活力达

到最高，随后降低，但均高于对照组。由图 3 所

知，不同浓度苯酚处理 24、48 h 后，SDH 活力均
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图 1 苯酚对多刺裸腹溞 PK 活力的影响

Fig. 1 Effects of phenol on PK activity of Moina macrocopa in acute toxicity test

图 2 苯酚对多刺裸腹溞 LDH 活力的影响

Fig. 2 Effects of phenol on LDH activity of Moina macrocopa in acute toxicity test
与对照组比较，* P < 0. 05，P < 0. 01。Compared with the control group，* P < 0. 05，P < 0. 01.

未与对照组产生显著性差异 (P > 0. 05) ;但在

处理 48 h 后，活力稍有降低。
2. 2 苯酚对多刺裸腹溞蛋白质代谢酶 的 影 响

由图 4 得 知，苯 酚 处 理 24 h，GOT 活 力 与 对

照 组 相 比 无 显 著 性 差 异 ( P > 0. 05 )。处 理

48 h，GOT 活力降低，浓度为 2. 25 mg /L 时和对

照组相比 存 在 极 显 著 性 差 异 ( P < 0. 01)。从

图 5 可知，苯酚处理 24、48 h，GPT 活力与对照

组相比差异并不显著(P > 0. 05)。但苯酚处理

48 h，GPT 活力升高。

3 讨 论

3. 1 苯酚对多刺裸腹溞糖代谢酶活力 的 影 响

糖的主要生理功能是氧化供能，是机体首先

利用的能量物质
［12］。在有氧条件下，葡萄糖经

过分解代谢生成丙酮酸，进入细胞中线粒体的

TCA 循环，释放 ATP 最后形成 CO2 和 H2O。当

机体受到环境胁迫时，首先通过增加糖的分解

代谢提供更多的能量来合成各种应急蛋白和解

毒分子，增加能量的消耗，而糖代谢过程中一些
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图 3 苯酚对多刺裸腹溞 SDH 活力的影响

Fig. 3 Effects of phenol on SDH activity of Moina macrocopa in acute toxicity test

图 4 苯酚对多刺裸腹溞 GOT 活力的影响

Fig. 4 Effects of phenol on GOT activity of Moina macrocopa in acute toxicity test
与对照组比较，* P < 0. 05，P < 0. 01。Compared with the control group，* P < 0. 05，P < 0. 01.

关键性酶如 PK、LDH 及 SDH 等 活 力 会 产 生 改

变。本实验通过这 3 种酶活力的变 化，反 映 苯

酚胁迫后裸腹溞体内糖代谢途径的改变。

通过实验结果得知，LDH 活力在苯酚处理

48 h，显著升高(P < 0. 05) ，表明机体在苯酚胁

迫后，更多的 丙 酮 酸 经 过 LDH 生 成 乳 酸，机 体

处于缺氧状态。同时生成的乳酸将可能造成机

体乳酸酸 中 毒。LDH 活 力 的 升 高 需 要 更 多 的

丙酮酸，但由于 PK 活力无显著变化，说明丙酮

酸还有其他的来源，可能通过转氨酶补充丙酮

酸含量。实验结果中还显示，SDH 活力在处理

48 h 后略有下降，表明 TCA 循环受到抑制，机

体也处于 缺 氧 状 态。De Coen 等 研 究 发 现，大

型溞暴露于半致死浓度的 Hg2 +
后，LDH 活力升

高
［8］，与本实 验 结 果 一 致;而 暴 露 于 半 致 死 浓

度的林丹 后，乳 酸 合 成 受 到 抑 制，同 时 加 快 了

TCA 循环，其原因可能在于糖代谢除了分解以

外，还在细胞溶胶内存在另外一条重要的戊糖

磷酸途径
［8］。同 时 还 有 研 究 表 明，3，4-二 氯 苯

氨、溴化钠暴露后同样能够增强 LDH 活力
［13］。
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图 5 苯酚对多刺裸腹溞 GPT 活力的影响

Fig. 5 Effects of phenol on GPT activity of Moina macrocopa in acute toxicity test

但 LDH 活力的升 高 还 不 能 表 明 体 内 的 厌 氧 代

谢处于主导地位，SDH 作为 TCA 循环中惟一与

线粒体内膜结合的酶，其活力直接关系到 TCA
循环。本实验结果显示，SDH 活力在处理 48 h
后略 有 下 降，TCA 循 环 受 到 抑 制，机 体 处 于 缺

氧状态。此外，苯酚暴露 30 d 后可抑制弓背鱼

(Notopterus notopterus) 肝中 SDH 活力
［14］。

已有研究证明，大型溞短期 暴 露 在 半 致 死

浓度下可影响中间代谢产物，同时毒物短期胁

迫后酶 活 性 的 变 化 与 种 群 动 力 学 有 关
［8］。这

是由于机体胁迫后自我合成各种应急蛋白和解

毒分子将增加能量的消耗，而这些能量主要是

供给机体的生长发育和基本代谢，所以苯酚胁

迫后将可能抑制裸腹溞的生长。另外，对 鱼 类

的早期研究也证明了不同污染物暴露后会造成

碳水化合物代谢发生改变
［15］。PK 和能量代谢

有关，通过 酶 活 力 短 时 间 的 变 化，产 生 更 多 的

ATP 以应对 环 境 的 变 化
［16］。但 苯 酚 胁 迫 头 石

脂鲤 (Brycon cephalus) 后 其 肝 中 PK 活 力 无 显

著性变化，与本实验结果相似
［3］。

3. 2 苯酚对多刺裸腹溞转氨酶活性的 影 响

GPT、GOP 是广泛 存 在 于 动 物 组 织 细 胞 线 粒 体

内的重要氨基转移酶，在机体蛋白质代谢中起

着重要的作用。脊椎动物在正常情况 下，组 织

细胞内转氨酶活性较高，而血清中转氨酶活力

较小，当组织病变而引起细胞膜通透性增加，组

织转氨酶则 大 量 释 放 进 入 血 浆
［17 － 18］。许 多 研

究表明，无脊椎动物 GPT 和 GOT 活力具有组织

差异性，在心和排泄器官中含量较高
［19 － 20］。但

由于水溞个体小等原因目前研究均采用整个个

体来 分 析 酶 活 力，这 将 可 能 掩 盖 组 织 差 异

性
［5］。在 0. 05 mg /L 和 0. 1 mg /L Cu2 +

暴露 48
h，大 型 溞 体 内 GOT 活 力 极 显 著 升 高 ( P <
0. 01) ，但 GPT 活 力 下 降，无 显 著 性 差 异 ( P >
0. 05)［21］。而本实 验 研 究 发 现，GOT 活 力 在 苯

酚处理 24 h 后 先 升 后 降，处 理 48 h 后 活 力 降

低;这 与 Cu2 +
处 理 48 h 后 大 型 溞 体 内 GOT、

GPT 活力正好相反，这可能是由于 Cu2 +
和苯酚

胁迫后机体产生的损伤机理不同。
由于转氨酶是组织将一种氨基酸的氨基转

运到另一种氨基酸上的一类酶，其活性高低可

以在一 定 程 度 反 映 机 体 氨 基 的 转 移 活 力
［22］。

GPT 活力的升高表明，其他的氨基酸可 转 化 成

丙酮酸，使丙酮酸含量升高。这与苯酚 胁 迫 裸

腹溞后 LDH 活力升高而 PK 活力无显著变化，

需其他途径来补充丙酮酸含量结果一致，进一

步证明了丙酮酸来源于其他氨基酸的脱氨基。
天冬氨酸、天冬酰胺经 GOT 生成草酰乙酸进入

TCA 循环。由于 SDH 在苯酚处理 24 h 后活力

无显著性变化(P > 0. 05) ，但在处理 48 h 后活

力下降，所 以 GOT 活 力 的 升 高 增 加 能 量 的 释

放，随着体内氨基酸的消耗，GOT 活力降低。
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综上 所 述，PK、LDH、SDH、GOT 和 GPT 5
个指标可反映苯酚胁迫后引起的裸腹溞能量代

谢改变。苯酚胁迫后，为了满足机体高 水 平 的

能量需求和维持葡萄糖水平的稳定，可动员累

积的蛋白质作为能量物质来源，以保证机体获

得足够的游离氨基酸供能。所 以，GPT 活 力 的

升高可能是为 了 满 足 LDH 对 底 物 丙 酮 酸 的 增

加要 求，表 明 能 量 代 谢 方 式 发 生 转 移。而 且

Hori 等也认为，转氨酶活性的增加指示着 能 量

代谢从 碳 水 化 合 物 向 蛋 白 质 代 谢 的 转 移
［3］。

故苯酚胁迫导致裸腹溞处于缺氧状态，诱导能

量代谢由碳水化合物代谢向蛋白质代谢转变。
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