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摘　要：过量使用的罗红霉素等抗生素会经不同途径流入水体，溶入沉积物，造成对水生生态系统的危害．本
文将底栖动物中国圆田螺（Ｃｉｐａｎｇｏｐａｌｕｄｉｎａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）暴露于罗红霉素中，分别检测其胃、肝脏、肾脏、卵巢和
肌肉组织中的红霉素Ｎ脱甲基酶（ＥＲＮＤ）活性，来监测沉积物中抗生素对底栖生物的影响。结果表明，中国
圆田螺主要组织微粒体中具有细胞色素 Ｐ４５０亚型活性，但它们在中国圆田螺内的分布和活性不存在组织和
器官差异性。连续给药２ｄ后中国圆田螺的肝脏、肾脏、胃和卵巢肌肉组织中的ＥＲＮＤ的活性都会升高，呈现
明显的剂量效应关系，到第３天达到最高点，第４天却开始下降。其总体趋势是先促进后抑制，但不同浓度
的罗红霉素引起的影响差异并不大。从对照组和各个实验组田螺的存活状况看来，罗红霉素作为一种抗生

素，对中国圆田螺没有致死效应，但本实验所使用的２５０倍环境浓度、５００倍环境浓度以及７５０倍环境浓度已
经可以对田螺各组织中ＥＲＮＤ活性产生明显的影响。
关键词：罗红霉素；中国圆田螺；红霉素Ｎ脱甲基酶（ＥＲＮＤ）活性
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　　罗红霉素（Ｒｏｘｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ），化学名为９Ｅ［Ｏ
［（２甲氧基乙氧基）甲基肟］红霉素，分子式为
Ｃ４１Ｈ７４Ｎ２Ｏ１５，分子量８３７．０３［１］，是红霉素的衍
生物，是新一代 １４元大环内酯类抗生素［２］。主

要是与细菌５０ｓ核糖体亚基结合，通过阻断转肽
作用和ｍＲＮＡ移位而抑制细菌蛋白质的合成，从
而起抗菌作用［３］。抗生素（Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ）能干扰或
抑制致病微生物的生存，广泛地应用于人类及动

物的疾病治疗、农业生产、畜牧及水产养殖等领

域。据统计，全世界每年抗生素的消费量可达１０
～２０万吨，我国是抗生素的最大生产国和消费
国。抗生素的大量使用必然会导致过多的残留

物随生活污水进入到水环境中，进而在沉积物中

积累，目前抗生素产生的环境危害愈发突出。中

国圆田螺属软体动物门，腹足纲，前鳃亚纲，中腹

足目，田螺科，圆田螺属，是水生底栖生物，可以

用来监测水体沉积物的环境污染。目前抗生素

对水体的污染日益严重，有研究表明中国圆田螺

对水体中重金属污染有指示作用［４］。化学物质

在生物体内代谢过程包括Ｉ相代谢和Ⅱ相代谢两
种［５］。抗生素在 Ｉ相代谢组被还原氧化或者分
解。催化Ｉ相代谢的酶主要是 Ｐ４５０酶系。红霉
素Ｎ脱甲基酶（ＥＲＮＤ）是 Ｐ４５０家族中 ＣＹＰ３Ａ
标志酶，对药物进行氧化还原或者水解［６］。国内

有关水产动物组织微粒体药酶的研究不多，如黎

雯等［７］用鱼肝 ＥＲＯＤ酶活力诱导作为二英的
水生态毒理学指标；陈大健等［８］研究了氟苯尼考

对鲫 ＣＹＰ２Ｅ１活性的影响。本文探究沉积物中
罗红霉素对中国圆田螺不同组织中 ＥＲＮＤ酶活
性的影响，并对其变化原因进行分析，进而为中

国圆田螺对水体中抗生素指示作用研究奠定基

础，也为水产养殖提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料方法
中国圆田螺 （Ｃｉｐａｎｇｏｐａｌｕｄｉｎａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ，
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Ｇｒａｙ）为典型的底栖动物，采于河北白洋淀，非繁
殖期，其质量为（３．０７±０．９７）ｇ，壳高为（２３．６５
±３．４５）ｍｍ，壳宽为（１５．４１±１．７１）ｍｍ。实验
室养殖水体水质的主要参数为：温度２４～２６℃，
ｐＨ７．５～７．８，溶解氧１０．１～１０．３ｍｇ／Ｌ。罗红霉
素（分析纯），购自加拿大多伦多研究化学品公

司；红霉素Ｎ脱甲基酶（ＥＲＮＤ）ＥＬＩＳＡ检测试剂
盒，购自南京建成科技有限公司。

１．２　设计方法
实验室暂养１０ｄ后随机分为１２组，即空白

对照组、实验组Ⅰ（２５０倍环境剂量罗红霉素组
１５μｇ／ｇ）、实验组Ⅱ（５００倍环境剂量罗红霉素组
３０μｇ／ｇ）、实验组Ⅲ（７５０倍环境剂量罗红霉素组
４５μｇ／ｇ），空白和各实验组均设３个平行组，每组
６０只，饲养于容积为５Ｌ的缸内，每个缸内放５００
ｇ沙子，将罗红霉素和沙子混匀，加水５００ｍＬ，之
后每天都加水补充至开始的量，实验周期为 ５
天，每天取样进行测定，实验期间不投喂。据报

道，罗红霉素在中国主要水域水体中的含量约在

２～３０００ｎｇ／Ｌ范围内，沉积物中约在２～６０ｎｇ／ｇ
范围内［９］，本文以 ６０ｎｇ／ｇ为参考环境浓度［１０］，

研究沉积物中罗红霉素对水生生物尤其是底栖

生物的影响。测量了中国圆田螺胃、肝脏、肾脏

和卵巢肌肉组织中ＥＲＮＤ的活性。
１．３　取样方法

在对照组和３个实验组中每组随机取３×３
只大小重量相同的田螺，作为 ３个平行取平均
值，分别在田螺肝脏、肾脏、胃和卵巢肌肉部分切

取约０．０１ｇ组织，放入冷冻的研钵中，加０．９９ｍＬ
双蒸水研磨，制成匀浆液，４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液进行测定，测定ＥＲＮＤ的 ＥＬＩＳＡ
检测试剂测定ＥＲＮＤ活力，依据试剂盒说明书上
的计算方法计算酶活性。

１．４　数据处理方法
组织中ＥＲＮＤ活力计算：在Ｅｘｃｅｌ工作表中，

以标准品浓度作为横坐标，对应的４５０ｎｍ波长
处的ＯＤ值作为纵坐标，绘制出标准品线性回归
曲线，按照曲线方程计算各样本浓度值。依据算

出的回归方程，测出不同浓度和时间梯度下各个

组织的ＥＲＮＤ的活性，实验结果均为３个平行样

测定值的平均值，数据误差线为标准误差，采用

ＳＰＳＳ１３．０进行单因素方差分析 （ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），独立样本 ｔ检验分析差异显著性。其
中，Ｐ＜０．０５表示实验组与对照组差异显著。

２　结果

２．１　ＥＲＮＤ标准曲线
测量了０ｎｇ、５ｎｇ、１０ｎｇ、２０ｎｇ、４０ｎｇ和８０

ｎｇ浓度的标准品在４５０ｎｍ波长处的ＯＤ值，依此
做出标准曲线。绘制出了标准曲线方程，如下

图。

图１　ＥＲＮＤ标准曲线
Ｆｉｇ．１　ＥＲＮＤｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

２．２　中国圆田螺肝脏中ＥＲＮＤ酶活性的测定结
果

中国圆田螺肝脏中红霉素Ｎ脱甲基酶
（ＥＲＮＤ）活性变化如图２所示。左图是以浓度作
图，图中除４５μｇ／ｇ罗红霉素剂量组第２天和第３
天外其他组与对照组比较均表现为显著差异。

前３天时，对照组和３个实验组都呈现升高趋势，
而到第４天时又都有明显的降低，即对照组和３
个实验组的ＥＲＮＤ活性均表现为先上升后下降。
前３天 ＥＲＮＤ活性明显升高，提高了肝脏清除罗
红霉素的能力。但第４天实验组酶活相比对照
组ＥＲＮＤ活性显著下降，表明肝脏抗氧化能力下
降。

右图是以时间作图，而在时间图中可以看到

前２天酶活性随着罗红霉素浓度提高而显著提
高，后３天则是酶活性随着罗红霉素浓度升高而
显著降低。
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图２　中国圆田螺肝脏中ＥＲＮＤ活性变化情况
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＥＲＮＤｉｎｌｉｖｅｒｏｆＣ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

柱上方含有小写字母的表示同一实验组不同时间的差异显著，下同

Ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｐｅｒｉｏｄ

２．３　中国圆田螺肾脏中ＥＲＮＤ酶活性的测定结
果

中国圆田螺肾脏中红霉素Ｎ脱甲基酶
（ＥＲＮＤ）活性变化如图３所示。浓度图３个实验
组与对照组相比均表现为显著差异。第 １天时
实验组相对对照组酶活性下降明显。第 ２天则
是先升高后降低，最高点在１５μｇ／ｇ。第３天也

是先升高后降低，但最高点在３０μｇ／ｇ出现。后
２天都是随着浓度升高酶活降低。

而在时间图中第 １天酶活随着浓度升高而
降低，第２天、第３天随着浓度升高而呈现先升高
后降低的情况，并且分别在１５和３０μｇ／ｇ的位置
出现最高点。后两天酶活性则是随着浓度升高

而明显降低。

图３　中国圆田螺肾脏中ＥＲＮＤ活性变化情况
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＥＲＮＤｉｎｋｉｄｎｅｙｏｆＣ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

２．４　中国圆田螺胃中ＥＲＮＤ酶活性的测定结果
中国 圆 田 螺 胃 中 红 霉 素Ｎ脱 甲 基 酶

（ＥＲＮＤ）活性变化如图 ４所示。浓度图中除 １５
μｇ／ｇ罗红霉素剂量组第１天外，其他实验组与对
照组相比均表现为显著差异。除３０μｇ／ｇ罗红霉
素剂量组外，其他３个组在前２天时均表现为上
升并达到最大值，在后 ３天则持续下降，而 ３０
μｇ／ｇ罗红霉素剂量组前２天几乎没有变化，而是
在第３天的时候表现出明显的升高，然后降低，
即４个组的 ＥＲＮＤ活性均呈现先升高后降低的
趋势。四组随着罗红霉素浓度的升高，呈现不变
降低升高的趋势。

时间图中随着暴露时间的延长，酶活性基本

上是呈现随着罗红霉素浓度升高而降低的现象。

实验组和对照组出现显著差异。

２．５　中国圆田螺卵巢中ＥＲＮＤ酶活性的测定结
果

中国圆田螺卵巢中红霉素Ｎ脱甲基酶
（ＥＲＮＤ）活性变化如图５所示。浓度图中实验组
与对照组相比均表现为显著差异。

而时间图中第 １天随着浓度的升高酶活先
升高后降低，但总体和对照组没有太明显的差

异。第２天时实验组和对照组有了显著差异，升
高后降低并且在３０μｇ／ｇ时到达最高的。第３天
时随着浓度升高酶活性有明显的下降。第 ４天
则是先下降后升高。第５天没有显著差异。
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图４　中国圆田螺胃中ＥＲＮＤ活性变化情况
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＥＲＮＤｉｎｓｔｏｍａｃｈｏｆＣ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

图５　中国圆田螺卵巢中ＥＲＮＤ活性变化情况
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＥＲＮＤｉｎｓｔｏｍａｃｈｏｆＣ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

３　讨论

研究了罗红霉素对中国圆田螺肝脏、肾脏、

胃和卵巢中红霉素Ｎ脱甲基酶（ＥＲＮＤ）活性的
影响，结果表明，ＥＲＮＤ在中国圆田螺肝脏、肾脏、
胃和卵巢中均有分布，含量没有显著差异。罗红

霉素对不同组织中 ＥＲＮＤ的活性的影响趋势大
致相同，总体来说，都是先促进后抑制，在卵巢

中，ＥＲＮＤ活性变化较小，可能是由于卵巢中
ＥＲＮＤ对罗红霉素不敏感，不同浓度的罗红霉素
对中国圆田螺各组织中的 ＥＲＮＤ活性影响不是
很大。肾脏和胃最大酶活是在第２天出现，而肝
脏和卵巢则是在第３天出现。这可能和肝脏作
为免疫器官有关，在暴露于罗红霉素后肝脏合成

的ＥＲＮＤ大量转运到其他器官，而后才是肝脏自
己开始氧化外来化学物质。

化学物质在生物体内代谢过程包括Ｉ相代谢
和Ⅱ相代谢两种。抗生素在Ｉ相代谢组被还原氧
化或者分解。催化 Ｉ相代谢的酶主要是 Ｐ４５０酶
系。红霉素Ｎ脱甲基酶（ＥＲＮＤ）是 Ｐ４５０家族中
ＣＹＰ３Ａ标志酶，对药物进行氧化还原或者水
解［１１］。实验中不同组织酶活性对罗红霉素的反

应都是先上升再下降，推测最初一两天酶活性升

高的原因是摄入罗红霉素后中华圆田螺开始大

量合成ＥＲＮＤ酶，但随着酶的大量合成，其中间
产物的积累反过来抑制了酶的合成，酶活性因此

下降。酶活性下降的原因也有可能是罗红霉素

抑制了酶蛋白的合成，或者是阻断了电子传递

链，也可能通过影响酶合成的其他途径实现。

随着暴露时间的延长，前２天酶活性都是随
着罗红霉素浓度升高而呈现先升高后降低的趋

势，可能是在这段时间在大量合成ＥＲＮＤ，但合成
能力有限（ＡＴＰ供应不足、氨基酸数量不够等），
所以才酶活先升高后降低。而后三天基本上酶

活性都是随着浓度升高而下降，或者没有明显的

差异，可能此时已经完成了体内罗红霉素的氧化

清除工作。

本实验所使用的２５０倍环境浓度、５００倍环
境浓度以及７５０倍环境浓度，已经对田螺各组织
中ＥＲＮＤ活性产生明显的影响，考虑到水生生物
的富集作用以及耐药性［１２］，以及不同环境下抗生

素的作用［１３］，应对水体中罗红霉素等抗生素引起

足够的重视。
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