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微塑料暴露对铜锈环棱螺抗氧化酶活性
及肠道微生物组成的影响

张 明,金熠杰,张 驰,徐逸文,樊岑熠,潘雯静,李嘉腾,陈慧丽,金斌松
(杭州师范大学生命与环境科学学院,浙江 杭州311121)

摘 要:为揭示微塑料的生态毒性效应,以铜锈环棱螺(Bellamyaaeruginosa)为模式生物,选择2种不同粒

径(100nm和10μm)的微塑料进行为期12d的暴露实验,监测铜锈环棱螺内脏团超氧化物歧化酶(SOD)的活

性及还原型谷胱甘肽(GSH)与氧化型谷胱甘肽(GSSG)比值的变化,并分析微塑料暴露对其肠道微生物的影响.
结果显示,相较于10μm微塑料,100nm微塑料可显著诱导铜锈环棱螺的SOD活性,并持续降低其GSH/GSSG
比值,造成更为严重的氧化损伤.同时,100nm微塑料显著影响了螺肠道微生物群落组成,导致其α多样性增

加、益生菌减少、致病菌增多.可见,微塑料特别是纳米塑料可以破坏铜锈环棱螺的抗氧化防线,改变其肠道微生

物群落结构,从而产生潜在的生态毒性作用.
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塑料污染作为一个严峻的环境和公共卫生问题,已被列为全球面临的十大新兴问题之一[1-2].人类对

塑料制品生产与消费的不断增加,导致了各种大小和组成的塑料碎片在海洋和淡水环境中分布[3-5].释放

于环境中的塑料最终会通过环境和生物的协同作用逐步分解成微塑料[6].微塑料是指塑料降解、碎化后粒

径小于5mm的微小颗粒[7].不同大小的微塑料颗粒具有不同的物理化学性质,产生不同程度的生物效

应.其中,纳米塑料因其小尺寸和高表面活性,被认为可能具有更强的生物风险[8].已有研究表明,微塑料

能够通过多种途径进入水生生物体内,并对其正常生理功能产生影响[9].
铜锈 环 棱 螺 (Bellamyaaeruginosa),属 腹 足 纲 (Gastropoda)田 螺 科 (Viviparidae)环 棱 螺 属

(Bellamya),广泛分布于河流、湖泊和湿地等淡水环境中,是淡水生态系统生物群落结构的重要组成部

分,可作为潜在的淡水无脊椎模式生物,用于生态毒理学研究[10-11].野外调查和实验室研究均证实其具有



对微米级[12]乃至纳米级[13]微塑料的积累能力.然而,目前关于微塑料对铜锈环棱螺生态毒理效应的研究

还相对有限.
氧化应激是微塑料进入生物体内后可能引起的一种重要毒性效应.微塑料表面可通过直接吸附或诱

导机体产生活性氧基团的方式,持续促进氧自由基的形成,导致生物抗氧化防御系统受到破坏[14].微塑料

进入生物体内后也可通过刺激炎症反应间接加重氧化损伤[15].在氧化应激状态下,超氧化物歧化酶

(SOD)和还原型谷胱甘肽(GSH)成为重要的抗氧化防线,其活性变化能敏感地反映生物体氧化损伤程

度[16].此外,微塑料还可改变生物肠道微生物区系,引起菌群失衡[17].肠道微生物群是居住在动物肠道中

不同种类细菌的高度密集种群,对宿主健康至关重要,并参与调节宿主的许多生理功能[18],其变化往往与

氧化及炎症状态密切相关[17].
因此,本研究选择铜锈环棱螺作为模式生物,系统地评估微塑料暴露对其抗氧化酶活性和肠道微生物

组成的影响,旨在揭示微塑料的生态毒理学效应.为了全面探究微塑料的粒径效应,本研究选取10μm和

100nm2种粒径的微塑料为实验材料.粒径约为10μm的微塑料在环境中广泛分布,并且能够被多种水

生生物特别是底栖无脊椎动物摄入和累积[12,19].因此,研究10μm微塑料对铜锈环棱螺的影响,可以了解

环境中常见微塑料污染对淡水底栖生态系统的潜在风险.100nm的微塑料则代表了新兴的纳米塑料污

染.尽管目前对纳米塑料的环境分布和浓度还缺乏全面的认识,但越来越多的证据表明,由于其更高的比

表面积和生物活性,纳米塑料可能比微米级微塑料具有更强的生物毒性和生态风险[20-21].因此,研究100nm
微塑料的生物学效应对于评估和预防纳米塑料污染至关重要.在相同实验条件下比较10μm和100nm
微塑料对铜锈环棱螺氧化应激和肠道菌群的影响,有助于揭示微塑料的粒径效应,阐明不同尺寸微塑料的

毒性差异,为微塑料污染的生态风险评估提供更加全面和针对性的科学依据.

1 材料与方法

1.1 实验材料

从江苏智川科技有限公司购得2种粒径(100nm和10μm)的聚苯乙烯微球作为暴露试剂.为确保实

验条件与报道的淡水环境微塑料浓度[22]相近,微塑料的质量浓度被设定为5mg/L.实验前,将相应质量

的聚苯乙烯微球加入曝气后的自来水中,超声分散20min后准确稀释至使用前的目标浓度.
从浙江省湖州市德清县的青鱼养殖场采集实验所需铜锈环棱螺,壳高(2.3±0.2)cm.正式实验前,在

人工气候室内对铜锈环棱螺进行为期14d的适应培养.参考范强等[23]的研究结果,选择水深为15cm的

圆形玻璃培养缸养殖铜锈环棱螺.严格控制水体温度为 (26±1)℃,光照周期为14h(光)∶10h(暗),养
殖密度为6个/L,每天投喂适量冰鲜小球藻,每隔2d使用静态置换法更新1/3体积的培养用水.
1.2 实验方法

1.2.1 微塑料暴露处理

选取新鲜强壮的铜锈环棱螺个体,分别暴露于100nm和10μm粒径的聚苯乙烯微球溶液中.每个粒

径设6组平行实验,每组包含12只螺,分别暴露0、6和12d,其中暴露0d组为空白对照[24].实验持续

12d,其间记录铜锈环棱螺的生存状况和死亡率.在暴露6d和12d时,从每个实验组中取出6只铜锈环

棱螺.使用10g/L的 MgCl2对螺进行完全麻醉,然后用75%的乙醇冲洗螺壳进行消毒.在无菌环境中解

剖并提取完整的内脏团及肠道内容物以备后续分析.
1.2.2 氧化酶活性测定

将内脏组织均质化处理,按照组织质量(g)∶提取液体积(mL)为1∶10的比例,在冰浴中匀浆.接着

以8000r/min在4℃下离心10min,取上清液并放置在冰上待测.使用氧化损伤试剂盒(购自北京索莱

宝生物科技有限公司),按照说明书操作,测定SOD、GSH和氧化型谷胱甘肽(GSSG)等多种反映机体氧

化应激效应的指标.
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1.2.3 肠道微生物组成分析

将各处理组中3只螺的肠道内容物混合成1管作为1个平行实验,使用CHAO法[25]提取肠道内容

物基因组DNA.通过琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计法检测DNA的质量和浓度.在DNA质量检测合

格后,设计针对细菌16SrRNA基因 V3V4区域的引物(F:5􀆳-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3􀆳;R:5􀆳-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3􀆳)用于PCR扩增.扩增后的DNA经过纯化和浓度检测,采用Illumina
平台进行文库构建和双端测序.对测序原始数据进行质量控制、去噪、拼接和去嵌合体等预处理.使用

QIIME2软件计算每个样品的α多样性指数(Chao1指数、Observedspecies指数、Simpson指数和Shannon
指数),采用Kruskal-Wallis检验评估各分类水平α多样性指数和肠道微生物组成的组间差异.
1.3 数据处理与分析

数据统计分析采用SPSS26.0软件进行.采用Shapiro-Wilk检验评估数据分布的正态性.符合正态

分布的数据采用单因素方差分析(ANOVA),然后进行Tukey事后检验;非正态分布的数据采用Kruskal-
WallisH检验,然后进行Dunn事后检验.P<0.05认定为有统计学意义.所有结果以平均值±标准差表示.

2 结果与分析

2.1 微塑料暴露对铜锈环棱螺内脏团SOD活性的影响

实验结果显示,与暴露0d组相比,微塑料暴露后,铜锈环棱螺内脏团SOD活性均出现先上调后下降

的变化趋势(图1).在暴露12d时,各微塑料处理组SOD活性仍显著高于暴露0d组,提示微塑料暴露可

显著诱导SOD活性.具体而言:相较于暴露0d组,100nm和10μm微塑料处理组在暴露6d时分别诱导

SOD活性上升约555%和405%;暴露12d时,处理组的SOD活性增幅分别为263%和212%.该现象表

明,微塑料初始暴露可通过氧化应激反应明显激活铜锈环棱螺的SOD活性,但随着时间推移,持续的微塑

料毒性作用可能会导致SOD活性逐渐下降.

注:各处理间无相同字母表示具统计学意义(P<0.05),下同.
图1 不同粒径微塑料对铜锈环棱螺内脏团SOD活性的影响

Fig.1 Impactofmicroplasticswithdifferentparticlesizes
onSODactivityinthevisceralmassofB.aeruginosa

图2 不同粒径微塑料对铜锈环棱螺内脏团

GSH/GSSG比值的影响

Fig.2 Impactofmicroplasticswithdifferentparticlesizes
ontheGSH/GSSGratiointhevisceralmassofB.aeruginosa

2.2 微塑料暴露对铜锈环棱螺内脏团GSH/GSSG比值的影响

图2结果显示,不同粒径微塑料暴露对铜锈环棱螺内脏团GSH/GSSG比值的影响呈现不同的变化

趋势:100nm处理组GSH/GSSG比值持续下降,而10μm处理组先下降后上调.相较于暴露0d组,所有

处理组在暴露6d时GSH/GSSG比值均显著降低,100nm和10μm组分别下降11%和45%.但在暴露

12d时,100nm组比值继续下降12%,10μm组则回升至暴露0d组水平.该结果表明,不同粒径微塑料

可能通过不同途径和机制影响铜锈环棱螺的内源抗氧化系统.
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2.3 100nm微塑料暴露对铜锈环棱螺肠道微生物组成的影响

前期实验结果明确显示,相较于微米级微塑料,纳米级微塑料颗粒对铜锈环棱螺抗氧化防御系统造成

了更显著和持久的危害,表明其具有更强的生物毒性作用.基于此,本研究进一步探究100nm微塑料颗

粒对铜锈环棱螺肠道微生物的影响,以期为评估纳米塑料的环境风险提供更有力的证据.
由表1可见,在暴露12d后,相较于暴露0d组,铜锈环棱螺肠道微生物群的α多样性显著增加.进一

步的分类分析揭示,变形菌门(Proteobacteria)(54.64%±1.44%)、拟杆菌门(Bacteroidetes)(33.55%±
0.62%)和厚壁菌门(Firmicutes)(10.59%±1.90%)是铜锈环棱螺肠道微生物中占主导地位的门类(图

3a).在暴露12d内,变形菌门的相对丰度先升后降,而拟杆菌门和厚壁菌门的相对丰度则持续下降.具体

而言:暴露6d时变形菌门的相对丰度增加26.44%(P<0.05),暴露12d时回落至暴露0d组水平;而拟

杆菌门和厚壁菌门的相对丰度在暴露12d时分别下降79.08%和66.63%(P<0.05).这些结果提示

100nm微塑料暴露对铜锈环棱螺肠道微生物组成产生了显著影响.
表1 不同纳米塑料暴露时间下铜锈环棱螺肠道微生物的α多样性指数

Tab.1 AlphadiversityindexesofintestinalmicrobiotainB.aeruginosaexposedtonano-plasticsfordifferentdurations

微塑料暴露时间/d
物种丰富度

Chao1指数 Observedspecies指数

物种多样性

Shannon指数 Simpson指数

0 415.99±63.67a 465.90±19.00a 2.65±0.52a 0.71±0.01a

6 628.00±68.84ab 572.82±63.42ab 5.14±0.20ab 0.94±0.01ab

12 1140.91±309.20b 1103.40±324.34b 6.67±0.75b 0.96±0.03b

  注:表中同一列数据右上角相同字母表示不具统计学意义(P>0.05),不同字母表示具统计学意义(P<0.05).
进一步对铜锈环棱螺肠道微生物群进行属水平分析(图3b),发现一些有益细菌属如拟杆菌属

(Bacteroides)的相对丰度持续显著降低(P<0.01.暴露0d组:32.17530%±0.14173%;暴露6d组:

0.17210%±0.00074%;暴露12d组:0.00040%±0.00002%).与此相反,一些具传染性的致病菌属如

分枝杆菌属(Mycobacterium)的相对丰度持续显著升高(P <0.01.暴露0d组:0.00910%±0.00002%;
暴露6d组:0.11240%±0.00515%;暴露12d组:1.33180%±0.07734%).以上结果说明微塑料暴露

造成了肠道微环境中益生菌减少、致病菌增多的趋势.

a.门水平;b.属水平.
图3 不同纳米塑料暴露时间下铜锈环棱螺肠道微生物组成

Fig.3 CompositionofintestinalmicrobiotainB.aeruginosaexposedtonano-plasticsfordifferentdurations

3 讨论

SOD是一种关键的抗氧化酶,它能够迅速将超氧阴离子转化为过氧化氢,是氧化应激的首要防御机

制;GSH则是细胞内的重要抗氧化分子,其与GSSG的比值能够反映抗氧化能力,是评估氧化应激的重要
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指标[26].监测SOD活性和GSH/GSSG比值的变化趋势,可以评估微塑料对铜锈环棱螺氧化应激防线的

破坏程度.
研究结果表明,微塑料暴露显著影响了铜锈环棱螺的SOD活性.初始阶段,微塑料进入螺体内可激活

SOD活性以对抗氧化应激,然而随着时间的推移,持续的微塑料暴露导致SOD活性下降.这可能是因为

长期暴露导致微塑料在组织器官表面大量吸附,持续产生氧自由基,使得抗氧化系统逐渐失效[27].100nm
处理组引起的SOD活性变化总体更为剧烈,其在暴露6d时的活性增幅是10μm组的1.4倍,暴露12d
时的SOD活性仍高于10μm组.这可能与纳米塑料更高的生物活性和毒性有关,纳米塑料更容易穿过生

物屏障,进入组织和细胞内部,与目标器官接触[28].同时,GSH/GSSG比值的变化也反映出微塑料粒径的

差异性影响.暴露的初始阶段,微塑料引发氧化应激反应,通过消耗GSH 来降低比值.随着暴露时间延

长,10μm微塑料的毒性作用可能达到瓶颈,抗氧化系统适应性调节,合成更多GSH来对抗氧化损伤,使
比值回升[15].100nm微塑料颗粒由于其更高的生物活性,能够持续产生氧自由基,从而消耗GSH,抑制其

合成,维持比值下降的趋势[29-30].
肠道微生物群是一个复杂且动态的系统,具有高度的可变性和环境适应性,因此在生态毒理学研究中

具有重要价值[31].本研究结果显示,纳米塑料显著改变了铜锈环棱螺肠道微生物群落结构,表现为α多样

性增加、益生菌减少及致病菌增多.这进一步为SOD和GSH/GSSG比值的变化提供了证据,因为微生物

群落失衡会导致肠道屏障功能减弱,增加氧化应激和炎症反应,从而影响抗氧化酶活性[32-33].具体来看,随
着暴露时间延长至12d,铜锈环棱螺肠道菌群的α多样性显著增加,表明100nm微塑料诱导了肠道菌群

组成的改变,这与对青鳉鱼的研究结果[34]类似.拟杆菌门是肠道微生物群中维持宿主健康状态和复杂稳

态的主要参与者[35],厚壁菌门与宿主的营养吸收密切相关[36].在本研究中,纳米塑料暴露导致铜锈环棱螺

肠道厚壁菌门和拟杆菌门丰度显著降低,进一步提示其对铜锈环棱螺肠道微生物群的强烈不良影响.更为

严重的是,大多数益生菌(如拟杆菌属)的相对丰度显著减少,而某些致病菌(如分枝杆菌属)的相对丰度显

著增加.这可能是因为纳米塑料颗粒的物理化学性质能够改变微环境的pH和营养物质,从而影响了菌群

间的生存竞争[37].一些致病菌对环境污染的适应性更强,更擅长定植于微塑料表面并利用微环境的改变

进行繁殖[38].而益生菌的减少削弱了肠道屏障,为致病菌进入组织内定居、释放胞外产物并启动感染提供

了机会[39].此外,拟杆菌属等益生菌通过代谢多糖和寡糖来维护肠道屏障的完整性[40],当它们的丰度下降

时,会导致肠道通透性增加,使得肠源性毒素和氧化产物进入体内循环,从而损害肝肾等脏器的抗氧化酶

系统[41-42].当分枝杆菌属等致病菌的丰度上升时,可能损伤肠道组织,并激活炎症反应造成氧化应

激[43-44].因此,纳米塑料导致的肠道微生物失衡可复合作用于肠道和全身,加重氧化应激状态,并最终影响

抗氧化酶的活性水平[44-45].
综上所述,相较于10μm微塑料颗粒,100nm微塑料因其较高的生物活性和更深层的组织渗透性,对

铜锈环棱螺造成了更严重的氧化损伤,并主要表现在SOD活性及GSH/GSSG比值的剧烈变化上.100
nm微塑料颗粒还显著扰乱了螺肠道微生物的群落结构,如降低益生菌水平、提高致病菌水平,从而进一

步削弱了肠道屏障,导致氧化应激的增强.因此,100nm微塑料颗粒对铜锈环棱螺的生理系统造成了更严

重和持久的影响.上述发现为评估不同粒径微塑料的潜在生态危害提供了关键依据,并提示需要重点关注

和防治环境中的纳米塑料污染.
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ImpactofMicroplasticExposureontheAntioxidantEnzymeActivity
andIntestinalMicrobiotaCompositionofBellamyaaeruginosa

ZHANGMing,JINYijie,ZHANGChi,XUYiwen,FANCenyi,

PANWenjing,LIJiateng,CHENHuili,JINBinsong
(CollegeofLifeandEnvironmentalSciences,HangzhouNormalUniversity,Hangzhou311121,China)

Abstract:Inordertorevealtheecotoxiceffectsofmicroplastics,Bellamyaaeruginosa wasselectedasthemodel
organism,andtwokindsofmicroplasticswithdifferentparticlesizes(100nmand10μm)wereselectedfora12-day
exposureexperiment.Theactivityofsuperoxidedismutase(SOD)andthereducedtooxidizedglutathioneratio(GSH/

GSSG)inthevisceralmassweremonitored,andtheimpactsofmicroplasticexposureontheintestinalmicrobiotawere
analyzed.Theresultsshowedthatcomparedwith10μmmicroplastics,100nmmicroplasticscouldsignificantlyinduceSOD
activityandcontinuouslyreducetheGSH/GSSGratio,resultinginmoreseriousoxidativedamage.Atthesametime,100nm
microplasticssignificantlyaffectedtheintestinalmicrobialcommunitycomposition,resultinginanincreaseinαdiversity,a
decreaseinprobiotics,andanincreaseinpathogenicbacteria.Itcanbeseenthatmicroplastics,especiallynano-plastics,can
destroytheantioxidantdefenselineandchangethestructureofintestinalmicrobialcommunityinB.aeruginosa,thus

producingpotentialecotoxiceffects.
Keywords:microplastics;Bellamyaaeruginosa;oxidativestress;antioxidantenzymes;intestinalmicrobiota
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