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溴化 12己基 232甲基咪唑对斜生栅藻谷胱甘肽及其代谢酶的影响
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摘要 :研究了浓度为 0、1、5、10、15、20 mg/L的新兴离子液体溴化 12己基 232甲基咪唑 ( [ C6m im ]B r)在 24h、48h、72h

和 96h对斜生栅藻还原型谷胱甘肽 ( GSH)及其代谢酶 2谷胱甘肽过氧化物酶 ( GPX)、谷胱甘肽转硫酶 ( GST)和谷胱

甘肽还原酶 ( GR)的影响。结果表明 : GSH含量在 24h、48h和 72h时 ,在最低处理浓度下不变 ,其他处理浓度下随

胁迫浓度增加而降低 , 96h时则与对照无差异或较小 ; GPX和 GST的活性在 72h之前明显升高 (最高浓度组的 GST

活性有波动 ) , 96h时均降低至对照水平 ; GR活性在 24h时 , [ C6m im ]B r = 1 mg/L时升高 ,之后降低 ,在 48h增高至

对照水平 , 72h时 , [ C6m im ]B r≥10 mg/L的处理组高于对照水平 , 96h时 ,除最低处理组外 ,均降至对照水平以下。

GR是 GSH系统中的限速酶 , GST则是该系统中活性和灵敏性最高的酶 ,可作为 [ C6 m im ]B r胁迫时的敏感的生物

标志物。1 mg/L的 [ C6m im ]B r可引起藻细胞的氧化胁迫 ,具有环境毒性。
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　　传统的化学反应和分离过程涉及大量的有毒、

易挥发有机溶剂 ,容易造成严重的环境污染。一种

新型的“绿色溶剂 ”2离子液体因具有极低的蒸汽
压、不挥发、导电性强、对许多无机盐和有机物有良

好溶解性等诸多优点使之在分离过程、电化学和化

学反应等领域显示出了广阔的应用前景 [ 1, 2 ]。但人

们也逐渐认识到 ,它对环境并非没有威胁 [ 3—6 ]。

藻类作为水生生态系统的初级生产者 ,是监测

评价水环境质量的重要指标 [ 7, 8 ]。斜生栅藻

(S cenedesm us obliquus)对毒物敏感、易获得、个体小、

繁殖快、培养方便 ,是一种常用的测试生物 [ 9—11 ]。

另外 ,生物内源还原型谷胱甘肽 ( GSH )与应激反应

有密切的关系 [ 12 ] ,它是细胞环境中一个重要的非酶

抗氧化剂 ,可以维持受胁迫细胞抗氧化体系的完整

性。由 GPX和 GST参与、GSH氧化产生的氧化型

谷胱甘肽 ( GSSG) ,在 ATP提供能量的情况下 ,可以

由 GR还原重新产生 GSH,从而维持细胞内 GSH库

的稳定 [ 13 ]。在这个循环中活性氧 ( ROS)可以由

GPX和 GST在 GSH作为底物的前提下清除 ,因此

GPX、GST和 GR也是抗氧化防御系统的重要成员。

因此研究 GSH代谢及循环中酶活性变化对于揭示

化学物质的环境毒性很有必要。

目前关于离子液体的环境毒性与毒理的研究仅

有少量报道 [ 14—16 ]
,对生物体的抗氧化系统的影响 ,

尤其是对 GSH及其代谢酶的研究尚未见报道。咪

唑基离子液体是一类已经实现了较大规模的生产和

应用的新兴绿色溶剂 ,其环境毒性迫切需要研究。

目前 Cho, et a l1已证明离子液体对羊角月牙藻的毒
性比传统的有机溶剂甲醇、N , N2二甲基甲酰胺、22
丙醇的毒性大 [ 17 ]。本试验以斜生栅藻为受试生物 ,

研究了溴化 12己基 232甲基咪唑 ( [ C6 m im ]B r)对其

GSH含量以及 GST、GPX和 GR活性变化的影响 ,初

步探讨了谷胱甘肽循环酶对离子液体胁迫作出的反

应 ,以期在生物大分子水平上探讨离子液体对生物

机体的影响及其产生毒害的机制 ,并为评价离子液

体的环境毒性积累科学依据。

1　材料与方法

111　试验材料　斜生栅藻由中国科学院水生生物

研究所淡水藻种库提供。离子液体 :溴化 12己基 232
甲基咪唑 ( [ C6 m im ]B r)由河南师范大学化学与环

境科学学院参照 BonhÉte的方法合成 [ 18 ]。其他试剂
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均为分析纯。

112　藻的培养 　斜生栅藻在无菌条件下转移至

BG211人工培养液中 ,于光照培养箱中培养一周 ,至

对数生长期进一步扩大培养。培养条件为 :温度

(28 ±015)℃,光暗比 12h∶12h,光强为 4000 lx,静置

培养 ,每天定时摇动三次。

113　处理方法　用处于对数生长期的斜生栅藻接

种于灭菌的 BG211培养基中 ,接种浓度为 10
6个 /

mL,加入离子液体 [ C6 m im ]B r,使其最终处理浓度

分别为 0、1、5、10、15和 20 mg/L ,该浓度梯度是根

据预试验、由直线内插法确定 [ 19 ] ;培养 96h,培养条

件同上 ;每个处理设四个平行。

114　生化指标的测定　样品制备 :在 96h的处理期

中 ,每间隔 24h取样一次 ,常温离心 10m in (4000 r/

m in)收集藻体 ,共取样 4次。称取藻体 012 g,加入

磷酸缓冲液 ( 0105 mol/L , pH718 )与适量石英砂充

分研磨 (冰浴 ) ,样品 ∶缓冲液为 1∶5。15000 r/m in、

4℃离心 15m in,上清液储藏于 - 20 ℃备用。

可溶性蛋白用 B radford法 [ 20 ]测定 ,以 μg/mL

表示样品的蛋白含量。 GST ( EC 2151118 )、GPX

( EC 11111119)和 GR ( EC 1161412)均采用南京建

成生物公司提供的检测试剂盒测定 ,用 U /mg蛋白

表示酶活性 ; GST和 GPX的酶活力单位定义为 :每

毫克蛋白每分钟在 37℃扣除非酶促反应 ,使反应体

系中 GSH浓度降低 1μmol/L为一个酶活力单位 ;

GR的酶活力单位定义为 :每毫克蛋白每分钟在

37℃扣除非酶促反应后 ,使 NADPH 浓度减少

1μmol/L为一个酶活力单位。还原型谷胱甘肽

( GSH)参照庞占军等的方法测定 [ 21 ] ,通过标准曲线

计算其含量 (单位 :μg/100mg FW )。

115　统计分析 　所有数据均采用 SPSS1115 for

W indows软件进行单因素方差分析 (ANOVA ) ,多重

比较采用 Tukey法进行 ,其结果以标记字母法表

示 [ 22 ] ,用小写字母表示不同处理之间的差异达到显

著水平 ( p < 0105) ,用大写字母表示差异达到极显

著水平 ( p < 0101) ,同时标记在柱形图上方。数据

结果表示为 :平均数 ±均数的标准误 (用误差线显

示在图上 )。

2　结　果

211　[ C6m im ] Br对斜生栅藻 GSH的影响

GSH含量在 24h、48h和 72h时 ,在最低处理浓

度下不变 ,其他处理浓度下随胁迫浓度增加而降低 ,

但随着时间的延长 ,降低幅度减小 , 96h时则与对照

组无差异或较小 (图 1)。

212　[ C6m im ] Br对斜生栅藻 GPX的影响

GPX活性在 [ C6 m im ]B r处理 24—72h时 ,比对

照组明显升高 ,但在 96h时各浓度组的 GPX活性下

降至正常水平 ,除 1和 5 mg/L浓度组之间有差异

外 ,其他浓度组间无显著差异 (图 2)。

213　[ C6m im ] Br对斜生栅藻 GST的影响

经 [ C6 m im ]B r处理 24h时 ,各浓度组的 GST活

性均显著高于对照组 ,但各组之间无显著差异 ; 48h

和 72h时 ,随处理浓度的提高 , GST活性先升后降 ;

96h时各浓度处理组 GST活性与前期相比 ,均有大

幅度下降 ,与对照组无差异或较小 (图 3)。

图 1　不同时间 [ C6m im ]B r处理对斜生栅藻 GSH含量的影响

Fig11　Effect of [ C6m im ]B r on the content of GSH of S1 obliquus after exposure for different times(mean±S1E1)
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214　[ C6 m im ] Br对斜生栅藻 GR的影响

[ C6 m im ]B r处理 24h时 , GR的活性在 1 mg/L

的处理浓度下已显著高于对照组 ,但之后随着处理

浓度的增高波动中下降 ,但在 48h时又升至对照组

水平 ; 72h时 , [ C6 m im ]B r≥10 mg/L的处理组的 GR

活性开始显著高于对照组 ; 96h时 , GR的活性除在

[ C6m im ]B r = 1 mg/L时显著高于对照组外 ,之后随

着处理浓度的升高而降低 (图 4)。

3　讨　论

311　[ C6m im ] Br胁迫前期 GSH循环系统的作用

机制

GSH循环系统是细胞中重要的抗氧化防御系统

之一 ,作为 GSH系统重要成员之一的 GSH,因含有巯

基而被用作还原剂 ,在维持细胞内环境的氧化还原平

衡中有重要的作用 [ 23, 24 ]。本研究表明 , 24h的
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[ C6m im ]B r处理 ,引起了斜生栅藻的 GSH含量显著

降低 ,且表现出明显的剂量效应关系 ,说明随着

[ C6m im ]B r胁迫强度的增加 ,藻细胞内发生了强烈的

氧化反应。有文献指出在逆境条件下 GSH的氧化产

物 GSSG有显著的升高现象 [ 25 ]
,这是氧化应激的一个

极为敏感的反应 [ 26 ] ,可引起 GSH含量的降低 ,这与

本试验的结果吻合。同期的 GPX和 GST活性均显著

高于对照组 ,说明 [C6m im ]B r对斜生栅藻已造成了氧

化胁迫 ,诱导了抗氧化酶 GPX和 GST活性的显著升

高和其底物 GSH含量的降低 ;该期 GST活性最高 ,对

氧化胁迫的敏感性最大 ,表明它是斜生栅藻抗氧化防

御系统中的重要酶。高的 GSH /GSSG比率是维持最

佳的蛋白质合成条件所必需的 [ 24 ]。本试验中 GSH

含量的减少显然对藻细胞不利 ,在一定程度上诱导

GR活性的增加 ,但 24h时的 GR活性总体上是很低

的 ,说明 GR活性的诱导在氧化与抗氧化反应中有一

定的延迟性。

图 4　不同时间 [ C6m im ]B r处理对斜生栅藻 GR活性的影响

Fig1 4　Effect of [ C6m im ]B r on GR activities of S1 obliquus after exposure for different times(mean±S1E1)

312　[ C6 m im ] Br胁迫中期 GSH循环系统的作用

机制

逆境胁迫可引起 ROS的显著增高 [ 27 ]。GPX、

GST和 GR的活性在 [ C6m im ]B r处理 48h和 72h时

均明显增大 ,并在 72h时达到最高。表明此时藻细

胞因胁迫而引起的氧化胁迫已经达到了较高的水

平 ,消耗 GSH的 GST和 GPX与形成 GSH的 GR均

处在高度活跃状态 ,但该期 GSH含量仍处于降低趋

势 ,说明 GR的作用仍不足以弥补藻细胞抗氧化反

应所动员的 GSH总量 ,此时藻细胞中的氧化与抗氧

化系统处于平衡略偏氧化的状态。

313　[ C6 m im ] Br胁迫后期 GSH循环系统的作用

机制

96h时 GPX和 GST活性较前期均显著降低 ,恢

复至正常水平或略低于正常值 ,而 GR在低浓度胁

迫 (1 mg/L)时显著高于对照 ,但随胁迫浓度的增高

而显著降低 , GSH水平维持在较高的水平 ,说明

[ C6 m im ]B r的胁迫已经造成抗氧化防御系统的损

伤 ,产生的大量氧自由基 ,已超出了抗氧化酶的解毒

能力 ,从而改变了细胞内环境的氧化还原电位或者

调节了酶的活性中心 [ 28, 29 ]
;同时也表明 GR对 [ C6

m im ]B r具有较强的耐性。综合酶活性在各个时间

段及各处理浓度下的变化可知 : GR是 GSH循环系

统中的限速酶。

以上说明 :面对 [ C6 m im ]B r的胁迫 , GSH的循

环酶对斜生栅藻的抗氧化防御做出了重要的贡献 ,

但仍未完全阻止实质性损伤的发生。这与 [ C6 m im ]

B r对斜生栅藻的急性毒性结果 ( EC50 ) (另文发表 )

以及对初级生产力、SOD、CAT、MDA的影响是一

致的 [ 30 ]。

本实验从谷胱甘肽循环酶及其动态变化 (抗氧

化系统Ⅱ)的角度出发 ,证明了 1 mg/L的 [ C6 m im ]

B r在 96h内可对斜生栅藻造成一定程度的氧化损

伤 ,显示出其环境毒性。故在使用时应采取有效的

措施 ,尽量避免或减少其在环境中的排放。
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4　结　论

综合以上的结果可知 : ( 1 )斜生栅藻在受到

[ C6m im ]B r的作用时 ,在 72h之前 , GST和 GPX活

性先期均明显升高 ,略后 GR的活性也明显升高 ,

96h时三种酶的活性均下降至对照水平上下 , GSH

含量始终低于对照 ,藻细胞受到氧化胁迫 ; ( 2) GST

是斜生栅藻抗氧化系统 Ⅱ中活性和灵敏性最高的

酶 ,在斜生栅藻抵御 [ C6 m im ]B r引起氧化损伤的初

期发挥重要作用 ,可作为 [ C6 m im ]B r胁迫时的敏感

的生物标志物 ; ( 3) GR是 GSH循环系统中的限速

酶 ,并且对 [ C6 m im ] B r胁迫表现出较强的耐性。

(4) [ C6 m im ]B r具有一定的环境毒性。
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RESPO NSES O F GL UTATH IO NE CYCL E ENZYM ES AND GL UTATH IO NE

M ETABOL ISM TO 12HEXYL 232M ETHYL IM IDAZOL I UM

STRESS I N SC EN ED ESM US OBL IQUU S
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1
, HU L ing2W ei
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1
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1
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(11 School of L ife Science, Henan N orm al U niversity, X inxiang　453007, China;

21 Henan Key Laboratory for Environm enta l Pollu tion Control, X inxiang　453007, China)

Abstract: The effects of ionic liquid 12hexyl232methylim idazolium ( [ C6m im ]B r) , with the concentrations of 0, 1, 5, 10,

15 and 20 mg/L and exposed for the 24, 48, 72 and 96h respectively, on glutathione ( GSH) and the enzymes in glutathi2
one metabolism of Scenedesm us obliquus such as glutathione peroxidase ( GPX) , glutathione S2transferases ( GST) and glu2
tathione reductase ( GR) were studied in the p resent study1 The results indicated that the GSH contents decreased with the

concentration of [ C6m im ]B r increasing at the 24, 48 and 72h, but it did not change when [ C6m im ]B r = 1mg/L1 The

GSH contents were sim ilar to or lower than that of the control level at the 96h1 The activities of GPX and GST increased

markedly before 72h excep t for the activity of GST at the highest concentration (20 mg/L) , but they both decreased to the

control level at the 96h1 The activities of GR increased at the concentration of 1 mg/L and then decreased with the concen2
tration increasing at the 24h, increased to the control level at the 48h, and then reached its peak at the 72h (when [ C6

m im ]B r≥10 mg/L the GR activities exceeded the control level) , but at the 96h, it decreased markedly even weaker than

the control level1 GR was the enzyme that lim ited the reaction velocity in the system of glutathione cycle and the GST was

the most active and sensitive enzyme1 It could be used as sensitive biomarkers under the stress induced by [ C6 m im ]B r1
[ C6m im ]B r induced oxidative stress of S1 obliquus at the concentration of 1 mg/L and had environmental toxicity1

Key words: Ionic liquid; Scenedesm us obliquus; Glutathione; Glutathione S2transferases; Glutathione peroxidase; Gluta2
thione reductase


