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♦生态环境与新材料结合♦

纳米氧化锌对白地霉生长和胞外降解酶活性的影响*

杜京京1,2**,渠文瑞1,张 锦1,张文芳1,陈荟冰1

(1.郑州轻工业大学,材料与化学工程学院,河南郑州 450002;2.环境污染治理与生态修复河南省协同创新中心,河南郑州 
450001)

摘要:随着纳米科技的兴起,纳米材料在医学、传感器和精细化工等多个领域发挥着重要作用,但由此产生的纳

米材料废弃物可通过人类活动、大气沉降、地表及地下径流等途径进入淡水环境中,对水环境健康构成了潜在

的威胁。为探究纳米氧化锌对真菌生长和代谢功能的生态毒性,本研究评估了不同浓度(0.1,0.5,1,5,10和

20
 

mg/L)纳米氧化锌对白地霉(Geotrichum
 

candidum)培养环境pH、生长特征(菌丝鲜重和干重)以及胞外降

解酶(酸性磷酸酶、亮氨酸氨基肽酶、纤维二糖水解酶和过氧化物酶)活性的影响。结果表明,纳米氧化锌暴露

对真菌培养环境的pH条件没有显著影响。在急性暴露下,1
 

mg/L纳米氧化锌处理能使真菌鲜重和干重显著

降低,而20
 

mg/L浓度时则相反。此外,低浓度(0.1
 

mg/L)纳米氧化锌可促进4种胞外降解酶活性,高浓度

(5-20
 

mg/L)时则出现抑制作用,但这种抑制作用在慢性暴露下会减弱甚至转变为促进作用。综上所述,随
着暴露时间的推移,白地霉对高浓度纳米氧化锌产生一定的耐受性。未来应进一步探究白地霉作为功能菌种

修复纳米材料污染的淡水生态系统的潜力。
关键词:纳米氧化锌 白地霉 生物量 胞外降解酶 生态毒性
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0 引言

  随着纳米科技的迅速发展,纳米材料被广泛应用

于人类的生活和生产中,但其环境释放量也日益增

多[1]。纳米材料主要通过实验室及生产工厂的废物

排放、环境治理过程中的应用和纳米产品的使用等途

径直接或间接地进入水体、大气和土壤中[2]。水体是

纳米材料最终的富集地,纳米材料进入水体后,不仅

会对水生生态系统造成影响,还可能通过食物链在水

生生物体内富集并最终进入人体,对人类健康构成威

胁[3]。研究表明,纳米材料会促使机体产生氧化应激

反应,导致靶器官炎症,甚至透过细胞膜进入细胞和
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细胞核内,将其本身的生物毒性放大[4,5]。纳米材料

对环境以及人类健康的潜在风险已引起了人们的广

泛关注。

  纳米氧化锌作为一种新型基础材料,由于其具有

较大的比表面积和独特的光电性能而被广泛应用在

建筑涂料、废水处理、化妆品、塑料、陶瓷、医疗等各个

领域中[6􀆼9]。当前,纳米氧化锌的全球产量约为每年

1×104
 

t,但随着对纳米氧化锌性能的开发,其需求量

将会越来越大[10]。然而,纳米氧化锌的过度生产和

不当使用导致其进入水环境中并富集,从而对细菌、
藻类、鱼类及浮游动物等多种水生生物产生毒害作

用[11􀆼15]。Bhuvaneshwari等[16]发 现,将 斜 生 栅 藻

(Scenedesmus
 

obliquus)暴露于纳米氧化锌中会导致

斜生栅藻乳酸盐脱氢酶含量的上升、酶活性的丧失以

及大量活性氧的产生,并导致细胞形态的严重变形。
但是,纳米氧化锌的毒性机制目前不明确,一般认为

其毒性源于材料自身所特有的光催化活性[17],也可

能与其纳米颗粒的性质有关[18,19]。

  真菌是淡水生态系统中主要的分解者,其在物质

循环和能量流动过程中发挥着极为重要的作用[20]。
淡水生态系统中真菌的生理生态以及群落变化可作

为生态系统是否健康的评价指标[21]。真菌能产生并

分泌一系列胞外降解酶,以催化水体中的有机质(如
凋落物)降解,为腐食性水生动物提供适口性良好的

养分。其中,最重要的降解酶是参与磷循环的酸性磷

酸酶、参与氮循环的亮氨酸氨基肽酶、参与碳循环的

纤维二糖水解酶和参与氧化过程的过氧化物酶,这些

酶的活性变化反映了真菌生理生态状态[22,23]。此

外,pH条件是影响真菌生长的重要环境参数[24],而
真菌生理生态变化的最直观表现是细胞吸水和物质

合成情况,即真菌鲜重和干重[25]。白地霉(Geotri-
chum

 

candidum)是一种广泛存在于食物、废水和土

壤中的丝孢真菌,存在于不同的溪流中[26,27]。当毒

性物质存在时,白地霉的生态生理变化在一定程度上

反映出淡水生态系统的健康状况。但是,目前有关纳

米氧化锌对真菌影响的生态效应研究相对较少。

  本研究以从水体凋落物上分离得到的白地霉作

为研究对象,评估不同浓度纳米氧化锌对其培养环境

pH、菌丝鲜重、菌丝干重以及胞外降解酶(酸性磷酸

酶、亮氨酸氨基肽酶、纤维二糖水解酶、过氧化物酶)
活性的影响效应,并探究纳米氧化锌对白地霉生长和

代谢活性的影响机制,以期为纳米材料生态安全性评

估体系的建立提供有利的数据支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 真菌分离和培养

  实验所用白地霉(Geotrichum
 

candidum
 

AC1)
分离于钻天杨(Populus

 

nigral
 

L.)凋落物。2018年

夏季,采集济源市天女溪沿岸钻天杨(钻天杨为河岸

带的优势物种)的新鲜落叶。带回实验室,用去离子

水冲洗干净,切成12
 

mm的圆盘,将凋落物圆盘放入

0.5
 

mm 孔 径 的 凋 落 物 袋 中,淹 没 在 溪 流 中

(34°56'24.73″N,112°25'56.15″E)以进行微生物定

殖。14
 

d后,将凋落物圆盘置于含有硫酸链霉素(16
 

μg/mL,Sigma􀆼Aldrich)的100%麦芽汁固体培养基

(130.1
 

g麦芽汁膏粉、20
 

g琼脂和1
 

L超纯水)上,

30℃条件下培养2
 

d。采用D3390
 

Fungal
 

DNA
 

Mini
 

Kit真菌DNA提取试剂盒(Omega
 

Bio􀆼Tek,Inc.),
对纯化的菌株 AC1进行DNA提取,使用通用引物

ITS1
 

(5'􀆼TCCGTAGGTGAACCTGCGG􀆼3')和

ITS4
 

(5'􀆼TCCTCCGCTTATTGATATGC􀆼3')对

DNA的ITS片段进行PCR扩增,PCR扩增产物送

至上海美吉生物医药科技有限公司进行测序。

  将分离纯化的菌株AC1接种于100%麦芽汁固

体培养基上,于30℃恒温培养箱中培养2
 

d后,用灭

菌的打孔器在培养基上打孔得到菌盘,在10%麦芽

汁液体培养基中培养2
 

d
 

(30℃,150
 

r/min),从而制

得菌丝原液,保存于冰箱(4℃)待后续实验使用。

1.1.2 纳米氧化锌

  实验所用纳米氧化锌为粒径50
 

nm的粉末,购
买于上海阿拉丁生物试剂公司。称取0.4

 

g纳米氧

化锌粉末并用超纯水定容至100
 

mL。为使悬浮液中

的纳米颗粒均匀分散,每次使用前,将悬浮液置于

4℃和40
 

KHz条件下用数控超声波清洗器(KQ􀆼
100E,昆山市超声仪器有限公司)振荡30

 

min。利用

场发射扫描电子显微镜(FE􀆼SEM,JSM􀆼7001F)观测

纳米氧化锌的形貌,再使用Nano
 

Measure
 

1.2标记

FE􀆼SEM图像中的粒径分布,得到悬浮液中纳米氧化

锌的平均粒径为(95±28)
 

nm。

1.2 方法

  取1
 

mL菌丝原液,加入含有40
 

mL
 

2%麦芽汁

液体培养基的无菌锥形瓶中,再分别添加纳米氧化锌

悬浮液使其最终浓度分别为0.1,0.5,1,5,10和20
 

mg/L,以不添加纳米氧化锌悬浮液的处理作为对照

组,每个处理组和对照组重复3次。在30℃、150
 

r/
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min条件下培养真菌,分别于5
 

d(急性暴露)和10
 

d
(慢性暴露)时取样,测定其生长及代谢活性参数,包
括培养环境pH、菌丝鲜重和干重,以及包括酸性磷

酸酶、亮氨酸氨基肽酶、纤维二糖水解酶和过氧化物

酶在内的 4 种胞外降解酶的活性,具体测定方法

如下。

1.2.1 培养环境pH
  菌丝收集后,使用pH计(E􀆼201􀆼C,雷磁,中国上

海)测量培养环境的pH值。pH计在使用前先进行

清洗和校对,以确保误差值最小;将pH 复合电极插

入待测溶液中,待其稳定后读取pH值。

1.2.2 菌丝鲜重和干重

  用预先称量过的纱布过滤真菌菌丝,用超纯水轻

柔地冲洗以去除附着在菌丝上的纳米氧化锌,然后用

定性滤纸吸干多余水分,称重至最精确的0.001
 

g,即
为真菌鲜重。测定胞外降解酶活性(第1.2.3节)后,
将真菌菌丝在110℃下干燥24

 

h至恒重,称重至最精

确的0.001
 

g得到真菌干重。真菌鲜重(干重)表示

为真菌在指定暴露时间(5
 

d或10
 

d)后的鲜重(干
重)与初始鲜重(干重)比值的百分数。

1.2.3 胞外降解酶活性

  根据Allison实验室可见光酶标法[28]测定4种

胞外降解酶活性,以评估白地霉参与磷循环(酸性磷

酸酶)、碳循环(纤维二糖水解酶)、氮循环(亮氨酸氨

基肽酶)和木质素降解(过氧化物酶)过程中的代谢活

性。往称重后的新鲜菌丝加入3
 

mL
 

pH值为5.0醋

酸钠缓冲液中,并置于加冰(4℃)的数控超声波清洗

器中于40
 

kHz条件下超声30
 

min。将粗酶液在

4℃、7
 

000
 

r/min条件下离心5
 

min,取其上清液加入

相应的酶底物(表1),于28℃、66
 

r/min摇床中分别

培养45
 

min(酸性磷酸酶)、2
 

h(亮氨酸氨基肽酶和过

氧化物酶)和4
 

h(纤维二糖水解酶)。使用酶标仪

(Multiskan
 

FC,Thermo
 

Fisher)分别在405
 

nm(酸
性磷酸酶,纤维二糖水解酶和亮氨酸氨基肽酶)和

450
 

nm(过氧化物酶)处测定上述胞外降解酶的活

性。在醋酸钠缓冲液中稀释1.00
 

μmol/mL的对硝

基苯酚溶液得到一系列标准溶液。将0.75
 

mL不同

浓度的标准液,0.075
 

mL
 

1.0
 

mol/L
 

NaOH溶液和

3
 

mL蒸馏水混合,分别测定吸光度,通过线性回归

得到标准曲线。胞外降解酶相对活性定义为第5天

和第10天的酶活性与初始酶活性比值的百分数。

表1 胞外降解酶活性测定底物

Table
 

1 Determination
 

of
 

substrate
 

by
 

extracellular
 

degrading
 

enzyme
 

activity

胞外降解酶
Extracellular

 

degrading
 

enzyme

底物
Substrate

酸性磷酸酶
Acid

 

phosphatase

对硝基苯磷酸二钠六水合物
4􀆼Nitrophenyl

 

phosphate
 

diso-
dium

 

salt
 

hexahydrate

亮氨酸氨基肽酶
Leucine􀆼aminopeptidase

L􀆼亮氨酸􀆼4􀆼硝基苯胺
L􀆼Leucine􀆼4􀆼nitroanilide

纤维二糖水解酶
Cellobiohydrolase

4􀆼硝基苯基􀆼β􀆼D􀆼纤维二糖
p􀆼Nitrophenyl􀆼β􀆼D􀆼cellobioside

过氧化物酶
Peroxidase

左旋多巴
Levodopa

1.3 数据处理

  采用单因素方差(LSD法)分析法检验培养环境

pH及真菌生物量在各处理间的差异,采用双因素方

差分析法检验纳米氧化锌浓度和暴露时间的交互作

用对胞外降解酶活性的影响。所有分析都在SPSS
 

18.0软件中进行,显著性水平为5%。

2 结果与分析

2.1 真菌鉴定结果

  菌株 AC1的菌落呈平面扩散状,生长快,乳白

色,毛绒状,中心突起(图1)。初步认定为丝孢纲,丝
孢目,丛梗孢科,地霉属。

图1 菌株AC1的菌落形态

Fig.1 Colonial
 

morphology
 

of
 

strain
 

AC1

  该菌的ITS序列共376
 

bp,将序列在NCBI数据

库中进行BLAST比对分析,与白地霉(Geotrichum
 

candidum)同 源 性 达 98.41%。通 过 真 菌 菌 落 形

态[29,30]和ITS分子生物学[31]共同鉴定为白 地 霉
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(Geotrichum
 

candidum
 

AC1,GenBank 登 录 号:

MW332541)。

2.2 培养环境pH
  通过单因素方差(LSD法)分析,纳米氧化锌暴

露对白地霉生长培养环境的pH没有显著影响(P>
0.05)。对照组中,白地霉生长的培养环境pH 为

2.82-2.89,添加纳米氧化锌后其培养环境pH 为

2.66-2.99
 

(图2)。

  不同字母表示不同处理之间存在显著差异(P<0.05)

  Different
 

letters
 

represent
 

significant
 

difference
 

under
 

dif-
ferent

 

treatment
 

(P<0.05)

图2 纳米氧化锌对白地霉生长培养环境pH的影响

  Fig.2 Effects
 

of
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

on
 

culture
 

envi-
ronment

 

pH
 

of
 

Geotrichum
 

candidum

2.3 真菌生物量

2.3.1 真菌鲜重

  如图3所示,暴露5
 

d时,0.1和0.5
 

mg/L纳米

氧化锌对真菌鲜重没有显著影响(P>0.05);与对照

组相比,暴露于1和5
 

mg/L纳米氧化锌使真菌鲜重

分别降低19.11%和9.17%,而暴露于10和20
 

mg/

L纳 米 氧 化 锌 使 真 菌 鲜 重 分 别 增 加 6.46% 和

23.14%(P<0.05)。暴露10
 

d时,0.5和10
 

mg/L
纳米氧化锌处理中真菌鲜重分 别 降 低 7.39%和

15.92%,而5
 

mg/L纳米氧化锌处理下真菌鲜重显

著增加27.57%,在各处理中数值最高(P<0.05)。
此外,在急性暴露下,1和5

 

mg/L纳米氧化锌对真菌

鲜重有抑制作用,而10和20
 

mg/L纳米氧化锌对真

菌鲜重有促进作用。但是在慢性暴露下,1和5
 

mg/

L纳米氧化锌对真菌鲜重的影响分别为无显著影响

和促进作用,而10和20
 

mg/L纳米氧化锌分别为抑

制作用和无显著影响。

  不同字母表示不同处理之间存在显著差异(P<0.05)

  Different
 

letters
 

represent
 

significant
 

difference
 

under
 

dif-

ferent
 

treatment
 

(P<0.05)

图3 纳米氧化锌对白地霉鲜重的影响

  Fig.3 Effects
 

of
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

on
 

Geotrichum
 

candidum
 

fresh
 

weight

2.3.2 真菌干重

  如图4所示,暴露5
 

d时,与对照组相比,1和10
 

mg/L纳米氧化锌使真菌干重分别降低41.54%和

36.01%,而 其 他 浓 度 处 理 组 使 真 菌 干 重 提 高

12.69%-29.96%
 

(P<0.05)。暴露 10
 

d时,除

0.5和1
 

mg/L,其他浓度处理组均使真菌干重显著

增加,提高15.01%-40.25%(P<0.05)。此外,随
着暴露时间由5

 

d延长至10
 

d,1和10
 

mg/L纳米氧

化锌对真菌干重的影响由抑制作用分别转变为无显

著影响和促进作用。

  不同字母表示不同处理之间存在显著差异(P<0.05)

  Different
 

letters
 

represent
 

significant
 

difference
 

under
 

dif-

ferent
 

treatment
 

(P<0.05)

图4 纳米氧化锌对白地霉干重的影响

  Fig.4 Effects
 

of
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

on
 

Geotrichum
 

candidum
 

dry
 

weight
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2.4 胞外降解酶活性

  双因素方差分析结果表明(表2),纳米氧化锌浓

度、暴露时间以及二者的交互作用对酸性磷酸酶、亮

氨酸氨基肽酶、纤维二糖水解酶和过氧化物酶活性均

具有显著影响(P<0.001)。

表2 纳米氧化锌浓度及暴露时间对胞外降解酶活性影响的双因素方差分析

Table
 

2 Two􀆼way
 

analysis
 

of
 

variance
 

for
 

extracellular
 

degrading
 

enzyme
 

activities
 

at
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

concentrations
 

and
 

expo-
sure

 

time

胞外降解酶
Extracellular

 

degrading
 

enzyme

浓度
Concentrations

时间
Time

浓度×时间
Concentrations×Time

F P F P F P
酸性磷酸酶

Acid
 

phosphatase 26.804 <0.001 255.052 <0.001 23.627 <0.001

亮氨酸氨基肽酶
Leucine􀆼aminopeptidase 63.194 <0.001 180.232 <0.001 17.619 <0.001

过氧化物酶
Peroxidase 84.211 <0.001 51.092 <0.001 121.432 <0.001

纤维二糖水解酶
Cellobiohydrolase 196.805 <0.001 101.858 <0.001 176.883 <0.001

注:P<0.001表示显著相关

Note:P<0.001
  

indicates
 

significant
 

correlation

2.4.1 酸性磷酸酶

  如图5所示,暴露5
 

d时,0.1
 

mg/L纳米氧化锌

使酸 性 磷 酸 酶 相 对 活 性 比 对 照 组 提 高 257.80%
 

(P<0.05);酸性磷酸酶相对活性随着纳米氧化锌浓

度的增加而降低,其中1-20
 

mg/L纳米氧化锌使该

酶相对活性显著降低 158.96%-218.85%
 

(P<
0.05)。暴露10

 

d时,0.1-5
 

mg/L纳米氧化锌处理

下,酸性磷酸酶相对活性相较于对照组显著增加

57.41%-270.26%,但随着纳米氧化锌浓度(1-20
 

mg/L)的增加,该酶相对活性呈下降趋势。纳米氧化

锌浓度为1和5
 

mg/L,在急性暴露时表现为抑制作

用,而慢性暴露时转变为促进作用(P<0.05)。

不同字母表示不同处理之间存在显著差异(P<0.05)

  Different
 

letters
 

represent
 

significant
 

difference
 

under
 

dif-
ferent

 

treatment
 

(P<0.05)
图5 纳米氧化锌对酸性磷酸酶相对活性的影响

  Fig.5 Effects
 

of
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

on
 

the
 

relative
 

ac-
tivity

 

of
 

acid
 

phosphatase

2.4.2 亮氨酸氨基肽酶

  如图6所示,暴露5
 

d时,0.1
 

mg/L纳米氧化锌

使亮氨酸氨基肽酶相对活性显著增加69.06%
 

(P<
0.05);当纳米氧化锌浓度为20

 

mg/L时,该酶相对

活性 受 到 显 著 抑 制,相 较 于 对 照 组 降 低 45.75%
 

(P<0.05)。暴露10
 

d时,1-10
 

mg/L纳米氧化锌

导致亮氨酸氨基肽酶相对活性相较于对照组显著增

加15.64%-35.61%(P<0.05),而其他处理组对该

酶相对活性并无显著影响。此外,随着暴露时间由5
 

d延长至10
 

d,20
 

mg/L纳米氧化锌对该酶相对活性

的抑制作用转变为无明显影响。

  不同字母表示不同处理之间存在显著差异(P<0.05)
  Different

 

letters
 

represent
 

significant
 

difference
 

under
 

dif-
ferent

 

treatment
 

(P<0.05)
图6 纳米氧化锌对亮氨酸氨基肽酶相对活性的影响

  Fig.6 Effects
 

of
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

on
 

the
 

relative
 

ac-
tivity

 

of
 

leucine􀆼aminopeptidase
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2.4.3 纤维二糖水解酶

  如图7所示,暴露5
 

d时,除0.1
 

mg/L处理组

外,其他处理组使纤维二糖水解酶的相对活性显著低

于对照组(降低34.35%-55.57%,P<0.05),且各

处理之间没有显著性差异(P>0.05)。暴露10
 

d
时,各浓度纳米氧化锌对该酶相对活性没有显著影响

(P>0.05)。因此,当暴露时间延长时,真菌的纤维

二糖水解酶对于纳米氧化锌有所适应。

  不同字母表示不同处理之间存在显著差异(P<0.05)
  Different

 

letters
 

represent
 

significant
 

difference
 

under
 

dif-
ferent

 

treatment
 

(P<0.05)
图7 纳米氧化锌对纤维二糖水解酶相对活性的影响

  Fig.7 Effects
 

of
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

on
 

the
 

relative
 

ac-
tivity

 

of
 

cellobiohydrolase
2.4.4 过氧化物酶

  如图8所示,暴露5
 

d时,0.1
 

mg/L纳米氧化锌

处理下 的 过 氧 化 物 酶 相 对 活 性 显 著 高 于 对 照 组

69.92%,而高浓度(5-20
 

mg/L)纳米氧化锌显著抑

不同字母表示不同处理之间存在显著差异(P<0.05)

  Different
 

letters
 

represent
 

significant
 

difference
 

under
 

dif-

ferent
 

treatment
 

(P<0.05)

图8 纳米氧化锌对过氧化物酶相对活性的影响

  Fig.8 Effects
 

of
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

on
 

the
 

relative
 

ac-

tivity
 

of
 

peroxidase

制了 该 酶 相 对 活 性,且 低 于 对 照 组 25.26% -
62.39%

 

(P<0.05)。暴露10
 

d时,除0.5和1
 

mg/

L纳米氧化锌对该酶相对活性没有显著影响(P>
0.05)外,其他处理组均对该酶相对活性有显著促进

作用(37.87%-139.52%,P<0.05)。此外,当暴露

时间由慢性(5
 

d)变为急性(10
 

d)时,高浓度(5-20
 

mg/L)纳米氧化锌对该酶相对活性的抑制作用转变

为促进作用。

3 讨论

  纳米氧化锌的泄漏会对淡水生态系统产生严重

的破坏,针对纳米氧化锌造成的水体污染研究,已引

起科研者的广泛关注[32,33]。尽管许多研究已经证明

纳米氧化锌对水生生物及淡水生态系统功能的影

响[7,32,34],但仍缺乏纳米氧化锌对单一真菌生长和代

谢活性的影响研究。

  pH是影响微生物生长的重要生态因子[35]。通

常,微生物都有其最适宜生长的pH 值[36]。外界环

境的pH一方面通过影响细胞膜蛋白以及胞外水解

酶的活性,从而对细胞本身营养物的正常吸收与转运

产生影响;另一方面通过影响细胞对营养物的解离与

吸收过程或细胞膜的表面电荷性质及膜的通透性,进
而对物质的吸收能力产生影响[37]。本研究中纳米氧

化锌的暴露不会对真菌生长的培养环境pH 值产生

影响,这表明纳米氧化锌不是通过影响培养环境pH
值来影响白地霉的生长和代谢活性。

  真菌鲜重用来表征其吸水情况,而干重用来衡量

其物质合成情况[22]。Yang等[38]通过对真菌鲜重和

干重的评估,表明氧化石墨烯促进了白腐真菌的生

长。本研究中,不同浓度纳米氧化锌对真菌鲜重和干

重产生的影响具有差异性,表明真菌的吸水量和物质

合成对不同浓度下纳米氧化锌的响应不同。急性暴

露下,纳米氧化锌对真菌吸水量表现为低浓度抑制而

高浓度促进的整体影响,而慢性暴露下的影响不明

显。对于真菌物质合成,无论急性和慢性暴露,0.1,5
和20

 

mg/L纳米氧化锌表现为显著的促进作用。不

同的响应可能是纳米氧化锌对真菌生长的生态毒性

和真菌对环境压力适应性的综合作用结果。

  胞外降解酶活性用来衡量真菌的代谢活性和降

解功能[39]。急性暴露下,纳米氧化锌对4种胞外降

解酶活性的影响表现为低浓度促进而高浓度抑制。
这种以低剂量刺激和高剂量抑制为特征的剂量反应

关系被称为毒物兴奋效应[40]。这种毒物兴奋效应可
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能是白地霉胞外降解酶系统应对环境胁迫的适应性

反应[41]。在Du等[42]研究中发现,纳米氧化锌在极

低浓度(30
 

ng/L)下对于参与凋落叶分解的水生真菌

的生物量具有刺激效应。综合以上研究,推测白地霉

的代谢活性对低浓度纳米氧化锌具有一定的适应性。
然而这种适应性在高浓度情况下,特别是20

 

mg/L
纳米氧化锌处理下是不存在的,反而表现为与碳、氮、
磷循环有关的代谢活性和降解功能被显著抑制。在

时间维度上,随着暴露时间的延长,高浓度纳米氧化

锌暴露对胞外降解酶活性的抑制作用逐渐削弱,甚至

转变为促进作用。例如,5-20
 

mg/L纳米氧化锌的

急性暴露显著抑制了酸性磷酸酶、亮氨酸氨基肽酶和

过氧化物酶的相对活性,但随着暴露时间的延长,纳
米氧化锌对上述白地霉释放的几种酶的相对活性表

现为无显著影响或者促进作用。因此推测,纳米氧化

锌慢性暴露可能会促使白地霉的胞外降解酶系统产

生一定的适应性,从而使其代谢活性避免受到显著

影响。

4 结论

  分析表明,纳米氧化锌暴露及其浓度变化对真菌

培养环境的pH值无显著影响,因此纳米氧化锌不是

通过影响培养环境pH而影响真菌的生长和代谢活

性。急性暴露下,真菌的吸水量和代谢活性对于纳米

氧化锌的响应具有浓度差异性;而慢性暴露下,纳米

氧化锌显著促进了真菌的生长和代谢活性,表明随暴

露时间延长,真菌对纳米氧化锌产生了一定的适应

性。本研究的成果有助于进一步了解纳米氧化锌的

生态毒性,同时为揭示水生生态系统中真菌对毒性物

质污染物胁迫时的响应机制奠定了基础。
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Effects
 

of
 

Nano􀆼sized
 

Zinc
 

Oxide
 

on
 

the
 

Growth
 

and
 

Extracellu-
lar

 

Degrading
 

Enzyme
 

Activity
 

of
 

Geotrichum
 

candidum

DU
 

Jingjing1,2,QU
 

Wenrui1,ZHANG
 

Jin1,ZHANG
 

Wenfang1,CHEN
 

Huibing1

(1.School
 

of
 

Materials
 

and
 

Chemical
 

Engineering,Zhengzhou
 

University
 

of
 

Light
 

Industry,Zhengzhou,He'nan,450002,China;

2.He'nan
 

Collaborative
 

Innovation
 

Center
 

of
 

Environmental
 

Pollution
 

Control
 

and
 

Ecological
 

Restoration,Zhengzhou
 

University
 

of
 

Light
 

Industry,Zhengzhou,He'nan,450001,China)

Abstract:Nano􀆼materials
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

many
 

fields
 

such
 

as
 

medicine,sensors
 

and
 

the
 

fine
 

chemical
 

industry
 

with
 

the
 

rise
 

of
 

nanotechnology.
 

However,a
 

large
 

amount
 

of
 

nano􀆼material
 

waste
 

can
 

enter
 

into
 

the
 

freshwater
 

environment
 

through
 

human
 

activities,atmospheric
 

deposition
 

as
 

well
 

as
 

surface
 

and
 

underground
 

runoff,which
 

poses
 

a
 

potential
 

threat
 

to
 

the
 

health
 

of
 

aquatic
 

environments.
 

To
 

explore
 

the
 

eco􀆼toxicity
 

of
 

nano􀆼sized
 

zinc
 

oxide
 

on
 

fungal
 

growth
 

and
 

metabolic
 

function,this
 

study
 

evaluated
 

the
 

effects
 

of
 

nanosized
 

zinc
 

oxide
 

at
 

different
 

concentrations
 

(0.1,0.5,5,10,and
 

20
 

mg/L)
 

on
 

culture
 

environment
 

pH,growth
 

char-
acteristics

 

(fresh
 

and
 

dry
 

weights
 

of
 

mycelia),and
 

extracellular
 

enzymes
 

(acid
 

phosphatase,leucine
 

amin-
opeptidase,cellobiohydrolase,and

 

peroxidase)
 

of
 

Geotrichum
 

candidum.The
 

results
 

showed
 

that
 

exposure
 

of
 

nano􀆼sized
 

zinc
 

oxide
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

pH
 

conditions
 

of
 

fungal
 

culture
 

environment.Under
 

acute
 

exposure,the
 

fresh
 

and
 

dry
 

weights
 

of
 

fungi
 

were
 

significantly
 

decreased
 

by
 

1
 

mg/L
 

nano􀆼sized
 

zinc
 

oxide,

while
 

were
 

significantly
 

increased
 

by
 

20
 

mg/L
 

nano􀆼sized
 

zinc
 

oxide.
 

Besides,nano􀆼sized
 

zinc
 

oxide
 

at
 

low
 

concentrations
 

(0.1
 

mg/L)
 

significantly
 

promoted
 

the
 

activities
 

of
 

four
 

extracellular
 

degrading
 

enzymes.
 

Nano􀆼sized
 

zinc
 

oxide
 

at
 

higher
 

concentrations
 

(5-20
 

mg/L)
 

showed
 

inhibitory
 

effects
 

on
 

the
 

activities
 

of
 

four
 

extracellular
 

degrading
 

enzymes
 

under
 

acute
 

exposure,while
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

were
 

weakened
 

or
 

e-
ven

 

turned
 

into
 

promoting
 

effects
 

under
 

chronic
 

exposure.
 

In
 

summary,as
 

the
 

exposure
 

time
 

went
 

on,

Geotrichum
 

candidum
 

had
 

certain
 

tolerance
 

to
 

high􀆼concentration
 

nanosized
 

zinc
 

oxide.
 

In
 

the
 

future,the
 

po-
tential

 

of
 

Geotrichum
 

candidum
 

as
 

a
 

functional
 

strain
 

to
 

repair
 

freshwater
 

ecosystems
 

contaminated
 

by
 

nano􀆼
materials

 

should
 

be
 

further
 

explored.
Key

 

words:nano􀆼sized
 

zinc
 

oxide,fungi,biomass,enzyme
 

activity,eco􀆼toxicity
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