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污水处理厂污泥及微塑料暴露对斑马鱼氧化
应激水平的影响

彭雪云，吴南翔，范宏亮，白洁，舒而怡，陶核

杭州医学院公共卫生学院，浙江 杭州 310013

摘要：目的 观察污水处理厂污泥及污泥中微塑料暴露对斑马鱼氧化应激水平的影响，为污泥及微塑料对人类健康的

影响研究提供依据。方法 选择野生AB型成年斑马鱼，按0、12.5、25、50、75 g/L设计5个污泥暴露组，从污泥中提

取微塑料，按0、240、480、960个/L设计4个微塑料暴露组，每组投放24尾斑马鱼。每日观察斑马鱼体色、活动力和

死亡情况；分别在暴露 0 h、24 h、48 h、72 h、96 h、7 d后检测斑马鱼体内超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶

（CAT）、谷胱甘肽（GSH）和丙二醛（MDA）含量，并采用双因素方差分析评价暴露浓度和时间对上述指标的影响。

结果 75 g/L污泥暴露下，斑马鱼72 h开始出现死亡，7 d后全部死亡；其他浓度污泥组和所有微塑料组斑马鱼体色、

活动均正常，未见死亡。污泥暴露浓度与暴露时间交互影响SOD、CAT、GSH和MDA（均P<0.05）；随污泥暴露浓度和

时间增加，斑马鱼体内 SOD呈下降趋势；CAT呈先上升后下降趋势；GSH呈先下降后上升趋势，75 g/L组 24 h开始

GSH持续降低；MDA呈上升趋势。微塑料暴露浓度与暴露时间交互影响 SOD、GSH（P<0.05），而对CAT、MDA不存

在交互作用（P>0.05）；随微塑料暴露浓度和时间增加，斑马鱼体内SOD略有上升；CAT呈先上升后下降趋势；GSH在

24 h略有升高，72 h后出现下降趋势；MDA呈上升趋势。结论 污泥及其中所含的微塑料均可诱发斑马鱼氧化应激损

伤，暴露时间和浓度可交互影响氧化应激水平；污泥中提取的微塑料对斑马鱼氧化应激水平的影响比污泥小。
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Effects of sewage treatment plant sludge and microplastic
exposure on oxidative stress levels in zebrafish
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Abstract: Objective To investigate the effects of the exposure of sludge from sewage treatment plants and microplastic
extracted from sludge on the oxidative stress levels in zebrafish, so as to put insights into the research into the impact
of sludge and microplastics on human health. Methods Adult wild AB zebrafish were exposed to five groups of sludge
(0, 12.5, 25, 50 and 75 g/L) and four groups of microplastics extract from sludge (0, 240, 480, 960/L), with 24 zebraf⁃
ish in each group. The color, activity and death of zebrafish were observed every day. The contents of superoxide dis⁃
mutase (SOD), catalase (CAT), glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) were detected 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h
and 7 d post-exposure. A two-factor ANOVA was used to analyze the effects of different concentrations and time of
exposure on the indicators above. Results Under 75 g/L sludge exposure, zebrafish began to show mortality at 72 h
and all died after 7 d. The zebrafish in the other sludge groups and all microplastic groups had normal color and activ⁃
ity, and no mortality was observed. Sludge concentration interacted with exposure time to affect SOD, CAT, GSH and
MDA (P<0.05). With increasing sludge concentration and exposure time, SOD decreased, MDA increased, CAT in⁃
creased first and then decreased, GSH decreased first and then increased, and GSH continued to decrease since 24 h
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in the 75 g/L group. The microplastic concentration interacted with exposure time to affect SOD and GSH (P<0.05), but
not CAT or MDA (P>0.05). With increasing microplastic concentration and exposure time, SOD and MDA increased,
CAT increased first and then decreased, the GSH was slightly increased at 24 h and decreased after 72 h. Conclusion
Both sludge and microplastics extracted from sludge can induce oxidative stress damage in zebrafish, and exposure time
and concentration can interact to affect oxidative stress levels. The microplastics extracted from sludge have less effect
on oxidative stress levels in zebrafish than sludge.
Keywords: sludge; microplastics; oxidative stress

污泥是污水处理厂污水处理经过好氧和厌氧消化

产生的不容性残渣［1］。污泥中的成分极其复杂，包

含大量物理化学因子，如重金属、农药、微塑料及

持久性有机污染物等［2-3］。污泥是微塑料进入自然

环境的重要途径之一［4］，研究表明微塑料可导致环

境中生物的活性氧过载，引发氧化应激反应，并且

通过食物链对人类健康构成威胁［5-6］。为了解污泥

及微塑料对生物体的健康影响，本研究将成年斑马

鱼暴露于污泥及污泥中提取的微塑料，通过观察超

氧化物歧化酶 （superoxide dismutase，SOD）、过氧

化氢酶 （catalase，CAT）、谷胱甘肽 （glutathione，
GSH）和丙二醛（malondialdehyde，MDA） 4 项指标

评估污泥及污泥中微塑料暴露对斑马鱼的氧化应激

水平的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 SOD 试剂盒、CAT 试剂盒、

GSH 试剂盒、MDA 试剂盒均购自南京建成生物工程

研究所；BCA 蛋白含量检测试剂盒购自江苏凯基生

物技术股份有限公司；其他试剂均为分析纯。L4-6K
低速离心机（中国，可成）；Synergy 2 酶标仪（美

国，Biotek）；PRO200 匀浆机 （美国，Pro Scientif⁃
ic）；恒温水浴锅。

1.2 污泥样品 2021 年夏、冬季在杭州市郊区污水

处理厂采集污泥样品。在污泥堆中随机选取 4 方加

中心 5 个点（每点相距 2 m 左右），采集距离表面

10 cm 处（减少外界因素影响）的污泥，每个点采集

4 kg，共计 40 kg。带回实验室后立即烘干、磨匀，

分别 4 ℃冷藏保存于玻璃罐中。

1.3 微塑料提取 采用浮选法提取污泥中的微塑

料［7-8］。污泥浸泡于饱和氯化钠，超声 20 min，静置

24 h。将含有微塑料的目标悬浮物收集于烧杯中，

剩余污泥称重，分别放置于 50 mL 离心管中，超声

20 min；离心半径 10 cm、4 000 r/min 离心 10 min，
收集上层液体，重复操作 3 次。使用 30% 过氧化氢

60 ℃恒温消化样品中有机杂质，待消化完成后用不

锈钢筛筛分微塑料。将微塑料置于体视显微镜下，用

四分法将滤膜分为 4 个区域，选择其中 1 个视野区

域，对其上样品进行计数，并依次计数余下区域，以

此统计整张滤膜上的微塑料；同样的方法重复进行 3
次计数。本实验所用微塑料含量由夏冬季混合样污泥

提取后计数得（9.61±0.27）个/g 干重，并以此混合样

制备和设计实验。

1.4 实验动物 实验用斑马鱼选择野生 AB 型，体

长（3.06±0.25） cm，饲养于专用的独立全自动养殖

系统中。养殖和实验用水为自来水经过砂滤、活性炭

和反渗透膜过滤的纯水并添加海盐氯化钠和碳酸氢

钠，经紫外灯灭菌，在系统中自动循环。条件如下：

水温 24～30 ℃，室温 25～27 ℃，盐度 0.25‰～

0.50‰，电导率 500～800 μS/cm，pH 值 7.0～8.0，
溶解氧 5～8 mg/L，总氨氮小于 0.02 mg/L，达到斑

马鱼饲养标准（ISO 标准 7346/3）。保持 14 h 光照、

10 h 黑暗交替循环，每日投喂丰年虾 2 次，实验前

在连续曝气的水中驯化 7 d。实验前 12 h 停止喂饲，

驯化期间无死亡。

1.5 污泥、微塑料暴露处理及分组 预试验结果显

示，当 75 g/L 污泥暴露 72 h 斑马鱼开始出现死亡，

100 g/L 污泥暴露 48 h 斑马鱼全部死亡。以 75 g/L
为最高浓度，12.5 g/L 为起始浓度，按照 2 倍梯度

（用自制养殖水配制）设计 12.5、25、50、75 g/L 4
个暴露组和自制养殖水对照组（即暴露浓度为 0 g/L）。
微塑料暴露浓度根据预试验结果，即 50 g 干重污泥

可提取约 480 个微塑料，设计 240、480、960 个/L 3
个暴露组和自制养殖水对照组。

将驯化后健康、性别随机的斑马鱼分为对照组和

实验组，置于 10 L 养殖缸，鱼缸暴露液体积为 3 L，
每缸投放斑马鱼 24 尾。采用静态换水，每 2 d 更换

一次，检测 pH 值为 7.2～7.4、氨氮浓度（纳氏试剂

分光光度法）为 0.02～0.10 mg/L，超过即更换。实

验期间所有养殖缸持续曝气，以保证斑马鱼必须的生

存环境以及污泥和微塑料在水中的均匀分布。饲养条

件同 1.4。
1.6 斑马鱼一般状态观察 实验期间每日观察斑马

鱼体色、反应灵敏性、觅食活动等行为变化和死亡情
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况，及时清理死鱼。

1.7 氧化应激指标检测 暴露 0 h、24 h、48 h、72 h、
96 h 和 7 d 捞出实验所需数量斑马鱼，冰浴冷冻处

死，用冰生理盐水冲洗、滤纸吸干称重后置于离心管

中。每 2 尾鱼一组，按照质量（g）∶体积（mL） =
1∶9 的比例加入冰生理盐水，于冰上研磨制备组织

匀浆液。将制备好的组织匀浆液以离心半径 10 cm、

2 000 r/min 离心 15 min。取上清液测定蛋白质量。

采用 WST- 1 法测定 SOD，采用钼酸铵法测定

CAT，采用微板法测定 GSH，采用 TBA 法测定

MDA，均使用酶标仪，并严格按照试剂盒说明书操

作。计算各氧化应激指标的致突变率 （mutation
rate，MR），MR=暴露组氧化应激指标值/对照组氧

化应激指标值。

1.8 统计分析 采用 SPSS 25 软件统计分析。氧化

应激指标检测结果服从正态分布，采用均数±标准差

（x±s）描述，采用双因素方差分析评价暴露时间和

浓度对氧化应激指标的交互影响。检验水准 α=
0.05。

2 结 果

2.1 斑马鱼一般情况 12.5、25、50 g/L 污泥组和

240、480、960 个/L 微塑料组斑马鱼体色正常、反应

灵敏、觅食活动正常。75 g/L 污泥组斑马鱼随暴露时

间增加，出现活动迟缓、反应灵敏性下降，72 h 开

始出现死亡，7 d 后全部死亡。

2.2 污泥暴露组斑马鱼氧化应激指标比较 双因素

方差分析结果显示，斑马鱼 SOD、CAT、GSH 和

MDA 均存在污泥暴露浓度与暴露时间交互作用（均

P<0.05）。随污泥暴露浓度和暴露时间增加，SOD 呈

下降趋势，除 50 g/L 组暴露 72 h 以外，其他组 SOD
水平均低于对照组；CAT 呈先上升后下降趋势，

50 g/L 组暴露 96 h 时 CAT 达到最大，并在暴露 7 d
时明显降低；GSH 呈先下降后上升趋势，75 g/L 组

在暴露 24 h 开始 GSH 持续降低；MDA 呈上升趋势，

各暴露组均低于对照组 （P<0.05），暴露 24 h 起

MDA 的 MR 值超过 1，7 d 时 MR 值为 2.15～3.13。
见表 1。

表 1 污泥暴露组斑马鱼不同时间氧化应激指标水平

Table 1 Levels of oxidative stress indicators at different time in zebrafish exposed to sludge

0（n=10）

12.5（n=10）

25（n=10）

50（n=10）

0 h
24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

15.41±1.15
15.81±1.23
15.76±1.39
14.08±1.99
14.73±1.66
14.26±1.70
10.30±1.71 b

9.93±1.31 b

9.70±1.42 b

8.89±1.22 b

8.37±0.93 b

13.80±1.13 b

14.49±2.73
13.39±0.80
6.78±0.53 b

6.57±0.35 b

10.44±1.22 b

15.21±1.01
15.58±0.39 b

12.98±0.32 b

7.76±0.24 b

11.89±1.00
12.07±1.37
11.93±1.75
12.72±1.71
11.27±1.64
12.33±1.03
15.17±2.37 b

16.47±2.54 b

13.21±1.74
14.32±2.08 b

14.85±3.04 b

11.32±1.38
14.40±2.61 b

15.09±1.96 b

13.02±1.30
6.58±1.41 b

10.96±1.37
13.81±1.74
13.78±1.71
16.82±2.35 b

7.16±2.52 b

21.22±1.63
20.77±2.13
19.88±1.76
21.11±2.39
21.05±1.78
21.66±2.11
16.04±2.60 b

15.25±1.87 b

16.47±2.39 b

17.39±2.46 b

19.40±1.89
17.32±2.78 b

20.01±1.24
21.49±2.00
21.55±1.49
19.61±1.39
8.79±1.78 b

19.50±2.36
20.41±1.34
23.92±2.88 b

26.40±2.98 b

2.28±0.39
2.31±0.41
2.68±0.32
2.44±0.39
2.34±0.40
2.40±0.36
3.67±0.24 b

4.17±0.37 b

4.65±0.13 b

4.98±0.26 b

5.16±0.11 b

4.14±0.43 b

4.67±0.29 b

5.61±0.30 b

5.89±0.37 b

7.52±0.38 b

3.36±0.38 b

4.68±0.37 b

4.88±0.38 b

5.47±0.24 b

7.42±0.62 b

暴露浓度/（g/L） 暴露时间 SOD/（U/mg prot） CAT/（U/mg prot） GSH/（μmol/g prot） MDA/（nmol/mg prot）
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75

F值 a

P值 a

24 h（n=10）
48 h（n=10）
72 h（n=8）
96 h（n=6）
7 d（n=0）

6.45±0.19 b

7.27±0.62 b

7.02±0.45 b

8.18±0.66 b

—

26.894
<0.001

11.54±1.58
13.73±1.88
13.20±1.52
14.49±2.20 b

—

11.615
<0.001

11.08±1.93 b

13.47±1.75 b

13.71±0.85 b

5.19±0.61 b

—

25.772
<0.001

3.65±0.44 b

3.51±0.39 b

4.46±0.17 b

5.55±0.78 b

—

32.789
<0.001

暴露浓度/（g/L） 暴露时间 SOD/（U/mg prot） CAT/（U/mg prot） GSH/（μmol/g prot） MDA/（nmol/mg prot）

注：a表示暴露浓度与时间交互作用检验值；b表示在该时间点与对照组比较P<0.05。

2.3 微塑料暴露组斑马鱼氧化应激指标比较 双因

素方差分析结果显示，斑马鱼 SOD、GSH 均存在微

塑料暴露浓度与暴露时间交互作用 （P<0.05），而

CAT、MDA 不存在微塑料暴露浓度与暴露时间交互

作用 （P>0.05）。与对照组比较，不同暴露浓度组

SOD 略有上升，随暴露时间和浓度增加，SOD 出现

回落；CAT 呈先上升后下降趋势，整体变化波动较

小，仅 480 个/L 组暴露 24 h 时 CAT 与对照组比较

差异有统计学意义（P<0.05）；暴露 24 h 时，各浓度

暴露组 GSH 均升高，与对照组差异均有统计学意义

（P<0.05），72 h 后出现下降趋势；MDA 呈上升趋

势，480、960 个/L 组各暴露时间点 MDA 与对照组

比较差异均有统计学意义（P<0.05），暴露 24 h 起

MDA 的 MR 值超过 1，7 d 时 MR 值为 1.02～1.60。
同一暴露时间，不同浓度微塑料组 MDA 的 MR 值增

加幅度较不同浓度污泥组低。见表 2。

表 2 微塑料暴露组斑马鱼不同时间氧化应激指标水平

Table 2 Levels of oxidative stress indicators at different time in zebrafish exposed to microplastics
暴露浓度/（个/L）
0（n=10）

240（n=10）

480（n=10）

960（n=10）

F值 a

P值 a

暴露时间

0 h
24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

24 h
48 h
72 h
96 h
7 d

SOD/（U/mg prot）
15.28±0.70
14.88±0.40
14.73±0.26
14.97±0.21
14.98±0.18
15.90±0.93
15.43±0.27 b

15.18±0.51 b

15.59±0.81
14.54±0.23 b

15.45±0.29
15.51±0.37 b

14.55±0.23
14.71±0.76
14.35±0.73 b

15.06±0.39 b

15.65±0.55 b

15.04±0.46
15.61±0.36
15.35±0.14
15.62±0.95

3.638
<0.001

CAT/（U/mg prot）
11.19±1.23
11.21±2.13
11.49±2.49
12.20±2.11
12.72±1.83
11.38±2.65
12.36±1.64
12.78±1.06
11.90±2.41
11.21±1.37
10.47±1.02
13.50±1.02 b

13.22±2.57
13.04±1.28
12.47±1.62
11.22±1.01
12.67±1.56
12.25±1.76
11.65±1.26
11.16±2.48
10.73±1.82

1.144
0.327

GSH/（μmol/g prot）
21.88±1.38
21.29±1.13
24.64±3.68
23.72±2.07
20.55±1.10
21.63±2.22
24.63±1.55 b

26.21±3.45
22.78±3.43
19.08±1.44
22.47±1.43
26.00±1.85 b

25.77±2.08
20.16±1.92 b

19.03±2.16
22.93±0.56
29.82±3.34 b

24.77±1.50
22.99±2.31
19.13±2.15
20.43±1.94

8.289
<0.001

MDA/（nmol/mg prot）
2.20±0.30
2.31±0.30
2.33±0.21
2.30±0.22
2.18±0.25
2.24±0.27
2.34±0.17
2.32±0.24
2.35±0.20
2.27±0.21
2.28±0.13
2.83±0.14 b

2.68±0.25 b

2.76±0.34 b

2.64±0.22 b

2.88±0.19 b

3.35±0.29 b

3.28±0.18 b

3.21±0.19 b

3.42±0.23 b

3.58±0.32 b

1.565
0.105

注：a表示暴露浓度与时间交互作用检验值，b表示在该时间点与对照组比较P<0.05。

表 1（续） Table 1 (continued)
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3 讨 论

正常情况下，机体的氧化和抗氧化系统处于平衡

状态，当受到外源性刺激时，氧化与抗氧化系统会失

去平衡，导致氧化应激反应。本研究结果显示，污泥

及其提取的微塑料可导致斑马鱼体内氧化应激损伤，

并且暴露的浓度和时间可交互影响 SOD、CAT、GSH
和 MDA 水平。

SOD 是机体防御氧化损害的关键酶之一，是超

氧阴离子自由基最有效的清除剂，当机体受到外源性

刺激时，通过催化歧化反应清除体内过量的氧离

子［9］。当暴露于污泥时，斑马鱼体内 SOD 活力降

低，除个别组以外，不同浓度污泥暴露组的 SOD 水

平低于对照组。当暴露于同样剂量污泥提取的微塑料

时，低浓度暴露组斑马鱼 SOD 活力略有上升，高浓

度暴露组长时间暴露又出现回落。

CAT 可以清除机体内过多的过氧化氢，维持氧

化平衡［10］。当暴露于不同浓度污泥时，斑马鱼体内

CAT 活力随着暴露时间增加呈先上升后下降趋势；

暴露于微塑料时，斑马鱼体内 CAT 活力变化趋势与

暴露于污泥时基本一致。这与 XIE 等［11］研究发现镉

暴露引起黄鲶鱼体内 CAT 活力的变化趋势一致。

CAT 活力升高的机制是否与机体受到污泥刺激后抗

氧化基因 mRNA 水平变化有关，抑或是在高浓度污

泥暴露下，超过了机体代偿能力，表现为毒物效

应［12］，需要今后进一步研究探讨。此外，氨氮浓度

对 CAT 有一定的影响。本实验养殖用水的总氨氮浓

度维持在 0.02 mg/L 以下（Ⅱ类水质），作为溶媒加

入污泥成为试验暴露体系后控制水质在Ⅲ类水以内，

经检测（纳氏试剂分光光度法），75 g/L 污泥暴露组

水中总氨氮平均浓度为 0.047 mg/L。何雅琪等［13］报

道，氨氮浓度为 0.15 mg/L 才出现斑马鱼行为抑制。

薛凌展等［14］对银鲫幼鱼的生长研究显示，总氨氮

安全浓度为 14.87 mg/L，非离子氨氮安全浓度为

0.14 mg/L。这两位学者报道的氨氮安全浓度远大于

本研究暴露体系的最高浓度，可以认为本研究的氨氮

浓度对斑马鱼体内 CAT 的影响较小。

GSH 是体内重要的抗氧化分子，保护生物体免

受氧化侵害［15］。本研究显示，当暴露于不同浓度污

泥时，斑马鱼体内 GSH 水平先下降后上升，随着暴

露时间增加，GSH 水平虽有升高，但仍未恢复到对

照组水平；给予 75 g/L 污泥暴露后，GSH 水平在暴

露 24 h 时开始降低，至 96 h 最为显著。ALLEN
等［16］和徐琨等［17］学者也观察到一致现象。当暴露

于微塑料 24 h 时，各浓度组斑马鱼体内 GSH 水平

较对照组略有升高，72 h 后出现下降趋势。

机体的氧化和抗氧化系统长时间失去平衡，产生

的氧自由基会对机体造成攻击，发生脂质过氧化反

应［18］。MDA 能反映体内发生脂质过氧化的程度。本

研究显示，斑马鱼体内 MDA 水平随着污泥暴露时间

和浓度的增加而上升。暴露于微塑料时斑马鱼体内

MDA 水平变化趋势与暴露于污泥时一致，提示污泥

和微塑料均会导致斑马鱼体内氧化应激反应发生和抗

氧化能力受损，氧化与抗氧化作用失衡，导致 MDA
含量升高。

对污泥和微塑料导致的氧化应激指标变化进行比

较发现，SOD 对污泥暴露更为敏感，CAT 的变化趋

势相似，GSH 变化趋势相反。这些变化本质上是各氧

化应激指标的消耗或应激调控增加的具体表现。高浓

度污泥暴露后，斑马鱼 72 h 开始出现死亡，至 7 d 全

部死亡，在此情况下所有氧化应激指标均出现消耗和

应激不能。而同等剂量污泥提取的微塑料浓度暴露未

见明显毒性反应和斑马鱼死亡，氧化应激指标却有相

应变化，且以 MDA 水平升高最为显著，提示微塑料对

斑马鱼的氧化应激反应和生存影响比污泥更小。

本研究结果提示污泥及其提取的微塑料可诱发斑

马鱼体内氧化应激反应，并且存在蓄积毒性，导致斑

马鱼机体无法代偿而造成不可逆的损害。污泥对生物

体的氧化应激损伤与其所含的物理化学因子作用有

关，对于微塑料等较新的、难以降解处理的污染物需

要研究重点关注。此外，由于环境中的物质复杂多

变，蓄积在污泥中的微塑料可能与其他污染物存在联

合作用导致更大的生态风险。应采取更有效、更科学

的方式处理污泥及污泥中的微塑料，推进保护环境可

持续发展，保护人类健康。
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