全氟辛烷磺酸（PFOS）对斑马鱼生理生化指标的影响研究
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摘要：为探讨全氟辛烷磺酸（PFOS）对鱼类的毒性效应，参考PFOS对斑马鱼
(Danio rerio)的96h-LC50值，设置了0、1、5和10 mg/L 4个浓度组，采用静水式实验测定了PFOS对斑马鱼头部碱性磷酸酶（ALP）、乳酸脱氢酶（LDH）和乙酰胆碱酯酶（AchE），内脏团中ALP、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和丙二醛（MDA）含量以及肌肉中ALP、SOD、MDA含量。结果表明：斑马鱼头部ALP和AchE活力会在实验初期短时间内受到抑制，之后逐渐恢复；中低浓度PFOS（1 mg/L和5 mg/L）胁迫会使得头部LDH活力显著升高。内脏团中ALP活力受到显著诱导，并与PFOS浓度呈一定的剂量-效应关系；SOD和CAT活性则在0.5~1 h受到显著诱导，之后有所下降，但并未受到显著抑制；MDA含量在PFOS胁迫下显著升高。肌肉中的ALP活力受到显著抑制（P＜0.05），SOD活力及MDA含量受PFOS影响不显著。
研究亮点:目前，PFOS对斑马鱼的毒性研究多集中于对斑马鱼鳃、胚胎、肝脏及基因损伤的影响，但仅从这几方面探究PFOS对斑马鱼的毒性具有一定的局限性。本文通过对斑马鱼头部、内脏团及肌肉中ALP、AchE、LDH、SOD、CAT这几种酶及MDA含量的监测，综合评定PFOS对斑马鱼的毒性效应，为更全面地了解PFOS的水生生态毒性提供理论依据。
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Effects of PFOS on the physiological and biochemical Indicies of Danio rerio
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Abstract: Referring to the 96h-LC50 values of Perfluorooctane sulfonate (PFOS) on Danio rerio, four groups with concentration of 0, 1, 5 and 10mg/L were set to explore the toxic effect of PFOS　on fish． Indices of the physiological and biochemical parameters, such as the activities of alkaline phosphatase(ALP), lactate dehydrogenase(LDH), and acetylcholinesterase (AchE) in the fish head, the superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), malondialdehyde (MDA) and ALP in the fish visceral were analyzed. ALP, SOD and MDA in the muscle of Danio rerio were also determined. The results showed that the activities of ALP and AchE in the head would be inhibited at the beginning of the experiment, then recover gradually. PFOS with medium-low concentration(1mg/L and 5mg/L）forced LDH activity in the head induced remarkably. ALP in the visceral mass was significantly induced and showed dose-effect relationship with PFOS concentration. After being significantly induced at 0.5~1h, the activity of SOD and CAT declined later, but no significant inhibition was found. The content of MDA was significantly induced.. In the muscle, the activity of ALP  was significantly inhibited by PFOS(P＜0.05), but SOD activity and MDA content were not affected. 
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全氟辛烷磺酸（Perfluorooctane Sulfonate, PFOS）是一种新型的持久性有机污染物，离子式为：C8F17SO3-。作为完全氟化的阴离子表面活性剂，PFOS通常以盐的形式或渗入较大的聚合物中被广泛使用，生活中最常见的是钾盐（C8F17SO3K）。由于PFOS具有良好的表面活性和疏水疏油特性，自其生产以来就被广泛应用于纺织、造纸、食品包装、地毯、皮革、洗发香波和灭火泡沫等工业和民用行业[1]。然而， PFOS极高的化学稳定性、生物惰性及不易挥发性使得其在生态系统中很难降解，目前在世界范围内的水、大气、沉积物等环境介质，人体和动物的肝脏、血清中均有检出，已成为威胁环境及人类健康的重要污染物质之一[2-4]。2003年PFOS被列入保护东北大西洋海洋环境公约（OSPAR）下的优先行动化学品名单，并被列入联合国欧洲经济委员（UN-ECE）的远程越境空气污染公约（LRTAP）下的POPs议定书中。2009年，PFOS被列入POPs公约附件B。但是作为PFOS的生产大国之一的中国及一些亚洲发展中国家尚缺乏相应的监管政策[5]。
PFOS进入环境后，可通过地表径流、淋溶、降雨、降雪等多种途径，最终归宿于各种水体之中，因此研究PFOS对水生态系统的危害十分必要。鱼类作为水生态系统的主要组成,可通过直接从水体吸收或食物链的传递摄入环境污染物而中毒，能够直接反映水体的污染状况，斑马鱼即为水生态毒性实验常用模式生物之一。研究表明，PFOS除对斑马鱼胚胎及仔鱼具有显著的发育及行为毒性外[6-7]，还会显著干扰斑马鱼的内分泌，其毒性作用机制可能是类雌激素效应，其血液及头尾匀浆中的卵黄蛋白（VTG）含量可作为PFOS内分泌干扰效应评价的敏感生物标志物[8-9]。胡芹等[10]研究表明，PFOS暴露7d会对斑马鱼鳃组织造成严重损伤，且损伤程度存在剂量-效应关系。本文将就PFOS对斑马鱼头部、内脏团和肌肉的生理生化毒性效应开展研究，以期为水环境安全评价提供相关依据，也为进一步探讨PFOS的毒性作用机理奠定理论基础。
1  材料与方法
1.1 仪器与试剂
仪器包括2048-UV/VIS紫外分光光度计（Unico）、DK-S24型电热恒温水浴锅（上海精宏实验设备有限公司）和Centrifuge 5810R超低温高速冷冻离心机（eppendorf）。
试剂包括全氟辛烷磺酸钾（C8F17SO3K）购自美国sigma公司； ALP、AchE、SOD、CAT、MDA、LDH试剂盒均购自南京建成生物试剂有限公司。
1.2 实验材料
实验斑马鱼购自上海海草水族店，平均体长（3.23±0.34）cm，平均体质量（0.45±0.09）g。正式实验开始前，先将斑马鱼放置于小型循环水系统中，实验用水提前曝气48 h充氧除氯，控制水温在(25±2)℃，将斑马鱼暂养7 d，暂养期间斑马鱼自然死亡率＜2%，每天定时投喂，直至实验前24 h停止。
1.3 实验方法
程艳等[11]的急性毒性试验结果表明，PFOS对斑马鱼的96h-LC50为30.2mg/L，由于预实验中PFOS最高浓度设为96h-LC50值的1/2，即15mg/L时，斑马鱼出现死亡，而本实验主要探讨亚急性剂量下PFOS对斑马鱼的生理生化毒性影响，需要在实验过程中以保证受试斑马鱼不死亡为前提，因此将PFOS最高浓度设为96h-LC50值的1/3，即10 mg/L，以确保实验期间斑马鱼不死亡。采用静水式实验法，实验期间不换水。取4个10 L玻璃缸，高锰酸钾消毒洗净后加入7.9 L已曝气除氯的自来水，每缸放入135尾斑马鱼后暂养12 h，使斑马鱼适应当前水环境，之后分别向各缸加入相应的PFOS储备液100 mL，使各组PFOS浓度依次为0、1、5和10 mg/L。在实验暴露的第0、0.5、1、3、6、12、24、48和96h取样，每缸随机捞取15尾鱼，其中每5尾鱼的相应组织混合后成为一个样，做3个平行。将鱼置于冰上立即冷冻致死，进行组织分离。取斑马鱼的头部、内脏团以及肌肉组织3部分进行测定，将所取组织以0.86%生理盐水洗净，滤纸吸干水分称重，按照1:9（组织质量(g)：0.86%生理盐水(mL)）比例向组织中加入相应体积的生理盐水，冰上匀浆制成10%的组织匀浆液，之后4℃ 6000 r/min离心10 min取上清，-20℃冷冻保存待测。
将-20℃冷冻保存的粗酶液置于4℃冰箱解冻，使用所购试剂盒对其进行各酶活及MDA含量的测定。头部主要测其蛋白（TP）含量、ALP、LDH及AchE活力；内脏团主要测其蛋白（TP）、ALP、SOD、CAT活力及MDA含量；肌肉组织主要测其蛋白（TP）、ALP、SOD、MDA含量。测定前摸索SOD最佳取样量为5%匀浆液0.05 mL，CAT最佳取样浓度为10%匀浆液0.05 mL，LDH最佳取样量为0.2%匀浆液0.05 mL。
1.4 数据分析
使用Excel 2010整理实验数据，SPSS 17.0 统计软件对数据进行单因素方差分析（one-way ANOVA）,使用最小极差法（LSD）进行多重比较，P＜0.05表示与对照组存在显著性差异，P＜0.01表示与对照组存在极显著差异。
2结果
2.1 PFOS对斑马鱼头部酶活的影响
2.1.1 PFOS对斑马鱼头部ALP活力的影响
图1显示，暴露于1 mg/L处理组的斑马鱼头部ALP活力与对照组无显著差异； 5 mg/L组ALP活力在0.5 h和1 h时与对照组存在显著差异（P＜0.05）； 10 mg/L组ALP活力与对照组在0.5 h存在极显著差异（P＜0.01），在1 h有显著差异（P＜0.01），ALP活力受到抑制；之后3~96 h，各组ALP活力恢复，且与对照组均无显著差异，恢复正常水平。由此可知，短时间（0.5、1 h）暴露时，中浓度组（5 mg/L）和高浓度组（10 mg/L）斑马鱼头部ALP活力受到抑制。
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图1 PFOS对斑马鱼头部ALP活力的影响
Fig.1 Effects of PFOS on ALP activity of head in Danio rerio
 “*”表示处理组与对照组存在显著差异（P＜0.05）；“**”表示处理组与对照组存在极显著差异（P＜0.01）。以下注释同此。
“*”：P＜0.05 represent significant differrence with control group;“**”：P＜0.01 represent extremely significant difference with the control group. The same as the following.
2.1.2  PFOS对斑马鱼头部LDH活力的影响
各浓度组斑马鱼头部LDH活力在暴露后的0.5~1 h与对照组相比均未出现显著差异（图2）；1 mg/L组LDH活力在6h、96h受到诱导（P＜0.05），与对照组相比存在显著差异；5 mg/L组LDH活力在3 h、6 h、96 h受到显著诱导（P＜0.05），在48h受到极显著诱导（P＜0.01）；10mg/L组在整个实验期间的LDH活力与对照组无显著差异（P＞0.05）。
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图2 PFOS对斑马鱼头部LDH活力的影响
Fig.2 Effects of PFOS on LDH activity of head in Danio rerio
2.1.3 PFOS对斑马鱼头部AchE活力的影响
如图3所示，0.5 h时中高浓度组斑马鱼头部AchE受到抑制，与对照组相比，5 mg/组斑马鱼头部AchE活力受抑制明显（P＜0.05），10 mg/L组AchE活力与对照组存在极显著差异（P＜0.01）；在1~48 h，各暴露组斑马鱼头部的AchE活力并未受到显著影响（P＞0.05）；在96 h，各暴露组AchE活力受到一定程度的诱导，其中1 mg/L和10 mg/L组受诱导效果显著（P＜0.05）。
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图3 PFOS对斑马鱼头部AchE活力的影响
Fig.3 Effects of PFOS on AchE activity of head in Danio rerio
2.2 PFOS对斑马鱼内脏团酶活的影响
2.2.1 PFOS对斑马鱼内脏团ALP活力的影响
由图4可知，1 mg/L组斑马鱼内脏团中ALP活力与对照组均无显著差异（P＞0.05）；5 mg/L组在0.5 h时的ALP活力受到显著诱导（P＜0.05）；10mg/L组在3h时与对照组相比受到极显著诱导（P＜0.01）；48h时，中高浓度组（5 mg/L和10 mg/L）ALP活力受到显著诱导（P＜0.05）。
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图4 PFOS对斑马鱼内脏团ALP活力的影响
Fig.4 Effects of PFOS on ALP activity of visceal in Danio rerio
2.2.2 PFOS对斑马鱼内脏团SOD活力的影响
图5显示各组染毒之后的0.5 h内脏团SOD活力均受到极显著诱导（P＜0.01）；1 h时5 mg/L和10 mg/L组SOD活力受到诱导，与对照组存在显著差异（P＜0.05）；在3h和24 h，高浓度组（10 mg/L）SOD活力受到显著诱导（P＜0.05），12h，1mg/L组受到显著诱导（P＜0.05）。实验开始后的3~96h所测得SOD活力值均较初始时间0.5 h和1 h的SOD活力低。
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图5 PFOS对斑马鱼内脏团SOD活力的影响
Fig.5 Effects of PFOS on SOD activity of visceal in Danio rerio
2.2.3 PFOS对斑马鱼内脏团CAT活力的影响
图6显示1mg/L组斑马鱼内脏团中CAT活力在染毒后0.5 h和1 h受到显著诱导（P＜0.05）；5mg/L组CAT活力在48h受到显著诱导（P＜0.05）；10mg/L高浓度组CAT活力在实验过程中与对照组相比无显著差异（P＞0.05）。
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图6 PFOS对斑马鱼内脏团CAT活力的影响
Fig.6 Effects of PFOS on CAT activity of visceal in Danio rerio
2.2.4 PFOS对斑马鱼内脏团MDA含量的影响
图7表明，除6 h和96 h，其余时间点各暴露组斑马鱼内脏团MDA含量均出现不同程度上升，各组基本在染毒后的0.5~1 h和12~24 h这两个时间段出现显著（P＜0.05）或极显著（P＜0.01）上升，12~24h各组斑马鱼内脏团MDA含量低于0.5~1h时间段；从暴露浓度来看，低浓度组（1mg/L）在1h、24h与对照组存在极显著差异（P＜0.01），在12 h与对照组存在显著差异（P＜0.05）；5 mg/L组在0.5 h、1 h极显著上升（P＜0.01），在12 h及48 h显著上升（P＜0.05）；10 mg/L组在0.5~3h，12~24h这两个时间段与对照组之间存在极显著差异（P＜0.01），48h时存在显著差异（P＜0.05）。
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图7 PFOS对斑马鱼内脏团MDA活力的影响
Fig.7 Effects of PFOS on MDA activity of visceal in Danio rerio
2.3 PFOS对斑马鱼肌肉酶活的影响
2.3.1 PFOS对斑马鱼肌肉中ALP活力的影响
图8显示，同一时间不同浓度组，1 mg/L低浓度组斑马鱼肌肉中ALP活力在0.5 h受到极显著诱导(P＜0.01)，在6h受到一定程度的抑制（P＜0.05）；5 mg/L组ALP含量在0.5 h、1 h、6 h、12 h以及96 h均受一定程度的抑制，其中在1 h和96 h抑制效果明显（P＜0.05），在0.5 h、6 h和12 h抑制效果极明显（P＜0.01）；10mg/L浓度组ALP活力在0.5、1、6和12h受到一定程度的抑制，其中在0.5、6和12h 时受到极显著抑制（P＜0.05），在1h 受到显著抑制（P＜0.01）。
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图8 PFOS对斑马鱼肌肉中ALP活力的影响
Fig.8 Effects of PFOS on SOD activity of muscle in Danio rerio
2.3.2 PFOS对斑马鱼肌肉中SOD活力的影响
同一浓度不同时间点斑马鱼肌肉中SOD活力在实验过程中随时间变化不明显，基本稳定（图9）。各暴露组中，仅5 mg/L组斑马鱼肌肉SOD活力在12 h和96 h受到明显抑制，与对照组存在显著差异（P＜0.05），其余浓度组与对照组之间均无显著差异（P＞0.05）。
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图9 PFOS对斑马鱼肌肉中SOD活力的影响
Fig.9 Effects of PFOS on SOD activity of muscle in Danio rerio
2.3.3 PFOS对斑马鱼肌肉中MDA含量的影响
如图10所示， 1mg/L低浓度组MDA含量在0.5h受到极显著诱导（P＜0.01），在96 h受到明显抑制（P＜0.05）；5mg/L组则在12 h、48 h受到明显抑制（P＜0.05）；10 mg/L高浓度组MDA含量则在0.5 h、12 h和96 h受到显著抑制，与对照组存在显著差异（P＜0.05）。
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图10 PFOS对斑马鱼肌肉中MDA活力的影响
Fig.10 Effects of PFOS on MDA activity of muscle in Danio rerio
3 讨论
3.1 PFOS对斑马鱼ALP活力的影响
碱性磷酸酶（ALP）是一种非特异性磷酸单酯酶，是含有锌、镁离子的金属酶 [12-13]。作为一种磷酸水解酶，ALP参与生态系统的能量转化和物质循环，在水生态系统中更是发挥着标志性作用，其活性大小反映了水体的磷营养水平，对水体的富营养化研究具有关键作用[14]。ALP广泛存在于几乎所有生物体内，尤以肝脏、骨骼、肠、肾和胎盘等组织中分布最多。在生物体内ALP可直接参加磷的代谢, 并在钙、磷的消化吸收和分泌以及骨化过程中发挥重要作用[15-16]。 
实验中，斑马鱼头部ALP活力仅中高浓度暴露组在0.5 h和1 h受到显著抑制，之后逐渐恢复，而低浓度组在整个实验过程中与对照组均无显著差异。斑马鱼肌肉中的ALP活力除低浓度组在0.5 h受到极显著诱导，其余均在实验过程中受到不同程度的抑制。施志仪等[17]研究指出，ALP有促进钙代谢的作用，当ALP受到抑制时，生物体内钙含量越低。本实验中斑马鱼头部和肌肉中ALP酶活的变化可能会导致其钙代谢的异常，进而影响其正常生长，这需要后续实验的验证。斑马鱼内脏中的ALP活力随暴露时间的延长和暴露浓度的增加有所上升，中高浓度组ALP活力受诱导效果显著。出现这一现象可能是由于PFOS胁迫激活了斑马鱼内脏组织的免疫机制，为抵抗PFOS所造成的不良影响，新陈代谢加快使得ALP活力升高，此外高浓度的PFOS暴露可能对斑马鱼的内脏组织造成了一定的损伤。研究表明。ALP具有种属特异性和组织特异性[18]，因此实验中ALP升高具体是由哪些组织变化引起还需进一步探讨。
3.2 PFOS对斑马鱼头部LDH活力的影响
乳酸脱氢酶（LDH）是糖酵解过程中的一种重要酶，广泛存在于各生物体心肌、骨骼肌、肾和肝脏中，LDH活力的变化会影响机体的能量代谢，其活力的高低一定程度上体现了骨骼肌和肝脏等组织中无氧代谢能力的强弱[19]。相关实验表明，在缺氧条件下，小鼠体内及黄尾平口石首鱼肝脏中的LDH活力显著升高[20-21]。此外，LDH也可作为是生物体中枢神经系统损伤的重要敏感指标，当生物体脑组织受损或坏死时，脑脊液中的LDH活力会增高[22]。实验中，斑马鱼头部LDH活力在0.5~1 h受抑制，但与对照无显著差异，这是由于PFOS胁迫斑马鱼出现了急性应激反应。之后3~96 h中低浓度组LDH又受到显著诱导，说明长时间暴露于PFOS中，可能会使斑马鱼的中枢神经系统受到一定程度的损伤。
3.3 PFOS对斑马鱼头部AchE活力的影响
乙酰胆碱酯酶（AchE）是一种主要存在于生物体神经系统的水解酶，它能够催化和水解神经递质中的乙酰胆碱，主要存在于胆碱能神经末梢突触间隙, 特别是运动神经终板的突触后膜皱褶中[23]。AchE除了可作为评价有机磷和氨基甲酸酯类农药污染的靶标酶，也可作为评价神经毒剂对水生生物毒性效应的标志性酶[24]。一般认为，AchE活力受到抑制会使得生物体发生运动和平衡失调，并且影响生物的摄食和逃避反应，对生殖有一定影响[25]。PFOS会影响神经递质表达，并对突触形成和突触可塑性有影响[26]。Slotkin 等[27]用PFOS 染毒分化和未分化的PC12 细胞，结果发现PFOS 能够诱导PC12 细胞远离多巴胺型而趋向于分化成乙酰胆碱型的神经细胞。赵于丁等[28]指出，20%的AchE抑制率说明污染物对生物体造成毒害，高于50%的AchE抑制率说明对生物生存造成危害。本实验中，中高浓度组斑马鱼头部AchE活性在0.5h受到显著抑制，这可能是由于斑马鱼受到PFOS胁迫，产生了应激反应，脑中乙酰胆碱型的神经细胞增多，AchE酶为水解过多乙酰胆碱而有所降低。紧接着其AchE活力在1h受到诱导，之后下降至恢复正常水平。96h时，低浓度组和高浓度组AchE活力又受到显著诱导。脑组织中AchE含量的上升可能与其脑组织中酶蛋白的加速合成有关[29]，本实验中AchE活力的升高可能是斑马鱼为克服PFOS胁迫所带来的不良环境影响，加快了AchE酶蛋白合成的速度，以保护机体免受损伤。
3.4 PFOS对斑马鱼SOD活力的影响
生物由于受到不良环境的影响胁迫，细胞内会产生大量的活性氧自由基（ROS），包括过氧化氢（H2O2）、羟自由基（-OH）和超氧阴离子自由基（O2-）等有害物质。而超氧化物歧化酶（SOD）能够起到清除机体中有害的超氧阴离子自由基（O2-），保护细胞免受损伤，维持机体的氧化与抗氧化平衡，有效清除和降解异源物质的重要作用[30-31]，其活性大小常被用于表征生物机体抗氧化性的强弱[32]。SOD的诱导效应通常被认为是机体为克服不良环境的适应性改变，抑制则被认为是机体对环境胁迫较敏感，受到了一定的损伤[33]。

本实验中，斑马鱼内脏团SOD活力在0.5和1h受到显著诱导，之后随时间有所降低，但未受到抑制，3h和24h的10m/L浓度组与12h的1mg/L浓度组的SOD活力依旧受到诱导。0.5~1h SOD活力的显著升高，可能是由于斑马鱼受PFOS胁迫，体内突然产生了大量的氧自由基，激活了免疫机制，通过加速SOD酶的合成来清除过来自由基，维持氧化与抗氧化平衡，是斑马鱼的一种应激反应。之后SOD活力随时间降低，说明在PFOS长时间暴露下，自由基产生越来越多，使得机体清除速度变慢，但SOD活力并未受到抑制且在个别点受到显著诱导，则说明在本实验浓度下，PFOS未对斑马鱼内脏团造成相助的氧化损伤。肌肉中各浓度组SOD活力在3、6、12、48和96 h与对照相比均受到一定程度的抑制，其中5 mg/L浓度组在12 h和96 h受到抑制效果显著(P＜0.05)，表明PFOS暴露使得斑马鱼肌肉中氧自由基增加，SOD酶无法及时清除从而造成氧化损伤。对比斑马鱼内脏团与肌肉中的SOD活力发现，内脏组织中SOD活力较肌肉中要高，对PFOS的响应更明显。
3.5 PFOS对斑马鱼内脏团CAT活力的影响
过氧化氢酶（CAT）也是一种抗氧化酶，它能使机体中的H2O2自由基分解为H2O和O2，防止H2O2与O2反应生成有害的羟基（-OH）。过氧化氢酶存在于所有已知动物的组织中，尤以肝脏中浓度最高。通常情况下，CAT会与SOD联合作用，共同清除体内由于不良环境胁迫所产生的过量自由基，保护机体免受损伤。本实验中各暴露组CAT活力受到一定程度的诱导，1 mg/L低浓度组CAT活力在0.5h和1h受到显著诱导，与对照存在显著差异，5 mg/L浓度组CAT则在48h受诱导效果显著。说明在实验浓度范围内，低浓度PFOS刺激了斑马鱼内脏中CAT活力，使其清除氧自由基的能力加强，产生了“毒性兴奋效应”[34]。王贺威等[35]研究发现，PFOS暴露1d后，低浓度组真鲷鳃组织SOD和CAT活力均受到显著诱导，而高浓度组与对照组相比差异不显著或出现受抑制现象，也产生了“毒性兴奋效应”。
5.6 PFOS对斑马鱼体内MDA含量的影响
丙二醛（MDA）是氧自由基攻击生物膜中多不饱和脂肪酸而引发脂质过氧化从而形成的一种脂质过氧化物。当机体受到不良环境的胁迫时，体内会有大量氧自由基产生，损伤生物膜进而导致MDA含量升高。因此，MDA含量可反映机体内的脂质过氧化程度，从而间接反映细胞的损伤程度[36]，其含量越高，机体膜脂质过氧化损伤越严重。
斑马鱼内脏中MDA含量经PFOS暴露后中高浓度组在0.5 h和1 h受到显著诱导，MDA含量明显上升,但对应的SOD活力也受到诱导，这可能是因为PFOS进入斑马鱼体内后，使得斑马鱼内脏中产生了大量的氧自由基攻击生物膜，这激活了鱼体内的免疫机制，使得SOD活力增加以清除过量自由基保护组织免受损伤。之后3~6 h MDA含量有所降低，说明生成的SOD能够及时清除机体中过量自由基，维持氧化与过氧化平衡，但是接着的12~48 h，MDA含量又显著增长，这说明随着时间的延长，机体中的氧自由基积累越来越多，使得SOD抗氧化能力降低，无法及时清除过量自由基，机体内的氧化与抗氧化平衡被打破，导致内脏组织受到了一定的膜脂质过氧化损伤。而肌肉中的MDA含量，除了1 mg/L低浓度组在0.5h时受到了显著诱导，其他均在实验过程中受到抑制，说明在本实验条件下，PFOS对肌肉的膜脂质过氧化损伤影响并不大，其中SOD能够清除由于PFOS暴露产生的过量活性氧自由基。
4 总结
结果表明， 一定浓度的PFOS会抑制斑马鱼头部AchE活性，诱导LDH显著升高， 具有一定的神经毒性，会影响斑马鱼的中枢神经系统，对脑组织造成一定的损伤。头部ALP、AchE和LDH三种酶活性对PFOS的敏感性为LDH大于ALP和AchE；内脏组织受PFOS胁迫MDA含量显著升高，ALP也受到一定程度的诱导，PFOS对内脏组织造成了一定程度的膜脂质损伤，且所测4种酶对PFOS的机理响应敏感度为MDA＞ALP＞SOD＞CAT；肌肉中ALP受到显著抑制，所测3种酶对PFOS的机理响应敏感度为ALP＞MDA＞SOD。内脏团和肌肉中的ALP活性对PFOS的响应要比头部敏感，内脏团中SOD和MDA对PFOS的响应比肌肉中敏感。
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修改说明
尊敬的《上海海洋大学学报》编辑部老师：
您好！
非常感谢贵编辑部及相关专家对稿号为20150501449的《全氟辛烷磺酸（PFOS）对斑马鱼生理生化指标的影响研究》一文的审阅。在此，本人将关于贵刊的所提建议对文章做以下修改：
一、第一审稿人评审意见：
1. 论文结果部分多处文字表述与图中提供的信息不符，如：对图5、图8结果的文字描述中出现多处文字描述与图中所提供的信息不符；
答：根据所提意见，重新核查图标与论述，将图5文字描述改为：图5显示各组染毒之后的0.5 h内脏团SOD活力均受到极显著诱导（P＜0.01）；1 h时5 mg/L和10 mg/L组SOD活力受到诱导，与对照组存在显著差异（P＜0.05）；在3h和24 h，高浓度组（10 mg/L）SOD活力受到显著诱导（P＜0.05），12h，1mg/L组受到显著诱导（P＜0.05）。实验开始后的3~96h所测得SOD活力值均较初始时间0.5 h和1 h的SOD活力低。
将图8结果的文字描述改为：图8显示，同一时间不同浓度组，1 mg/L低浓度暴露组斑马鱼肌肉中ALP活力与对照组相比在0.5 h受到极显著诱导(P＜0.01)，在6h受到一定程度的抑制（P＜0.05）；5 mg/L暴露组ALP含量在0.5 h、1 h、6 h、12 h以及96 h均受一定程度的抑制，其中在1 h和96 h与对照组相比抑制效果明显（P＜0.05），在0.5 h、6 h和12 h与对照组相比抑制效果极明显（P＜0.01）；10mg/L浓度组ALP活力在0.5、1、6和12h与对照相比受到一定程度的抑制，其中在0.5、6和12h 时受到极显著抑制（P＜0.05），在1h 受到显著抑制（P＜0.01）。
2. 实验结果显示的酶活性变化规律不强，如：对照组酶活性变化较大等能否适当分析下原因？
答：实验中，在3~96h，斑马鱼头部对照组的AchE和LDH活力，以及内脏团对照组的SOD和MDA活力较0.5~1h时低。造成这种变化的原因可能是由于在实验初期（0.5~1h），所采样的匀浆方式为使用小剪刀将样品直接剪烂，之后的3~96h由于样本量大，剪碎匀浆耗时久，无法在密集的时间点内将样品都处理完，因此改用一次性研磨棒直接捣烂匀浆，操作方式的差异可能造成了前后酶活的变化，但由于同一时间点各浓度组的处理方式是一样的，因此具有可比性。
3. 论文讨论部分中对于各种酶活力变化的原因分析不够到位，建议结合他人的研究结果加以进一步分析；
答：已根据建议结合他人研究结果进行了分析，具体内容见文章。
4. 论文讨论部分是以不同的酶种类为依据分段的，建议每部分讨论先介绍一下酶的特性及其作用（如ALP、SOD、MDA），阐述下酶活力的升高或下降分别代表的意义；
答：根据建议补充介绍酶的特性及意义：
ALP：碱性磷酸酶（ALP）是一种非特异性磷酸单酯酶，是含有锌、镁离子的金属酶。作为一种磷酸水解酶，ALP参与生态系统的能量转化和物质循环，在水生态系统中更是发挥着标志性作用，其活性大小反映了水体的磷营养水平，对水体的富营养化研究具有关键作用。ALP广泛存在于几乎所有生物体内，尤以肝脏、骨骼、肠、肾和胎盘等组织中。在生物体内ALP可直接参加磷的代谢, 并在钙、磷的消化吸收和分泌以及骨化过程中发挥重要作用。ALP升高可以分为生理性升高和病理性升高，生理性升高如儿童骨骼发育、孕妇新陈代谢加强使得肝功能负担加重导致；病理性升高则可能是出现肝胆疾病、骨骼疾病引起，病理性降低可能由肾病、贫血和白血病等特殊疾病引起。
SOD：生物由于受到不良环境的影响胁迫，细胞内会产生大量的活性氧自由基（ROS），包括过氧化氢（H2O2）、羟自由基（-OH）和超氧阴离子自由基（O2-）等有害物质。而超氧化物歧化酶（SOD）能够起到清除机体中有害的超氧阴离子自由基（O2-），保护细胞免受损伤，维持机体的氧化与抗氧化平衡，有效清除和降解异源物质的重要作用，其活性大小常被用于表征生物机体抗氧化性的强弱。SOD的诱导效应通常被认为是机体为克服不良环境的适应性改变，抑制则被认为是机体对环境胁迫较敏感，受到了一定的损伤。

 MDA：丙二醛（MDA）是氧自由基攻击生物膜中多不饱和脂肪酸而引发脂质过氧化从而形成的一种脂质过氧化物。当机体受到不良环境的胁迫时，体内会有大量氧自由基产生，损伤生物膜进而导致MDA含量升高。因此，MDA含量可反映机体内的脂质过氧化程度，从而间接反映细胞的损伤程度[36]，其含量越高，机体膜脂质过氧化损伤越严重。
5. 英文摘要多处单词与单词间缺空格，建议英文摘要多采用被动语态
答:根据所提建议，已将英文摘要格式进行了修改，并将：“Indices of the physiological and biochemical parameters, such as the activities of alkaline phosphatase(ALP), lactate dehydrogenase(LDH), and acetylcholinesterase(AchE) in the fish head, the superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), malondialdehyde(MDA) and ALP in the fish visceral.”这句话改为被动语态：“During the experiment, the indices of the physiological and biochemical parameters, such as the activities of alkaline phosphatase(ALP), lactate dehydrogenase(LDH), and acetylcholinesterase(AchE) in the fish head, the superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), malondialdehyde(MDA) and ALP in the fish visceral were analyzed.”

6.  参考文献部分请按照杂志要求修改
答：根据杂志要求，已对参考文献进行了修改，并根据需要引入了新的参考文献。
二、第二审稿人评审意见：
1. 本文采用PFOS作为研究对象开展对斑马鱼生理生化指标的影响，具有一定数据累计作用。
2. 本文摘要需要进一步凝练，不能是结果罗列。
答：根据意见，将本文中文摘要改为：为探讨全氟辛烷磺酸（PFOS）对鱼类的毒性效应，参考PFOS对斑马鱼(Danio rerio)的96h-LC50值，设置了0、1、5和10 mg/L 4个浓度组，采用静水式实验测定了PFOS对斑马鱼头部碱性磷酸酶（ALP）、乳酸脱氢酶（LDH）和乙酰胆碱酯酶（AchE），内脏团中ALP、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和丙二醛（MDA）含量以及肌肉中ALP、SOD、MDA含量。结果表明：斑马鱼头部ALP和AchE活力会在实验初期短时间内受到抑制，之后逐渐恢复；中低浓度PFOS（1 mg/L和5 mg/L）胁迫会使得头部LDH活力显著升高。内脏团中ALP活力受到显著诱导，并与PFOS浓度呈一定的剂量-效应关系；SOD和CAT活性则在0.5~1 h受到显著诱导，之后有所下降，但并未受到显著抑制；MDA含量在PFOS胁迫下显著升高。肌肉中的ALP活力受到显著抑制（P＜0.05），SOD活力及MDA含量受PFOS影响不显著。

英文摘要改为：Referring to the 96h-LC50 values of Perfluorooctane sulfonate (PFOS) on Danio rerio, four groups with concentration of 0, 1, 5 and 10mg/L were set to explore the toxic effect of PFOS　on fish． Indices of the physiological and biochemical parameters, such as the activities of alkaline phosphatase(ALP), lactate dehydrogenase(LDH), and acetylcholinesterase (AchE) in the fish head, the superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), malondialdehyde (MDA) and ALP in the fish visceral were analyzed. ALP, SOD and MDA in the muscle of Danio rerio were also determined. The results showed that the activities of ALP and AchE in the head would be inhibited at the beginning of the experiment, then recover gradually. PFOS with medium-low concentration(1mg/L and 5mg/L）forced LDH activity in the head induced remarkably. ALP in the visceral mass was significantly induced and showed dose-effect relationship with PFOS concentration. After being significantly induced at 0.5~1h, the activity of SOD and CAT declined later, but no significant inhibition was found. The content of MDA was significantly induced.. In the muscle, the activity of ALP  was significantly inhibited by PFOS(P＜0.05), but SOD activity and MDA content were not affected. 
3. 前言部分不能有效总结PFOS对鱼类毒性及毒理作用机制，主要PFOS是斯德哥尔摩公约禁止物质名录中，大量科研工作已经开展，请补充上述工作进展。
答：根据建议于前言补充PFOS对鱼类的相关研究，具体内容见正文前言。
4. 材料与方法中，鱼类来自花鸟市场如何保证其背景值问题?

答：购买的斑马鱼为同一批次，购回后先于曝气处理后的干净水样中驯养一星期左右，确保背景值基本一致。实验开始前12h向各实验组缸中加入同一批次等量已曝气除氯的干净水样，放入等数量斑马鱼，使得斑马鱼适应当前水环境，相关生理状态稳定，各组间初始状态一致。关于此问题的具体描述见文中3.1材料与方法。
5. 材料与方法中，鱼类采用1/3  半致死浓度理由? 请展示致死结果？
答：根据程艳（参考文献[6]）等对PFOS对斑马鱼的急性毒性试验结果表明，PFOS对斑马鱼的96h-LC50为30.2mg/L，95%置信区间为27.7~33.6mg/L，最高无作用浓度为20mg/L，最低全致死浓度为43.0mg/L。由于本实验主要探讨亚急性剂量下PFOS对斑马鱼的生理生化毒性影响，需要在实验过程中以保证受试斑马鱼不死亡为前提，而当我在预实验中设置PFOS最高浓度为96h-LC50值的1/2，即15 mg/L时发现斑马鱼出现死亡现象，因此将实验中PFOS最高浓度调整为96h-LC50值的1/3，即10 mg/L，在实验过程中未出现斑马鱼死亡现象。
4. 材料与方法中，0h，0.5h、1h、3h、6h、12h、24h、48h和96h时间点取样理由是什么？
答：该实验主要是探讨短期内PFOS对斑马鱼生理生化指标的影响，因此实验设置时间短为96h，而一般加样后生物的机理会在短时间内出现较大变化，因此加样后的12h内设置的取样时间点较密集。
5. 材料与方法中选择内脏团作为一个组织测定，鱼类内脏团是什么？ 一般采用肝脏，本文采用内脏团如何取样，如何确定其效应？
答：由于斑马鱼的个体较小，单取内脏中的某一组织耗时久，且取样困难，而在该实验中的样本数量又较大，因此单取某一组织并不可行。该实验中的内脏团即包括斑马鱼的肝脏、肾脏和肠，将其进行匀浆后所测得各项酶活效应即是PFOS对各组织影响的初步探究，可由其效应进行推测，具体是哪个组织的变化还需之后就这一个组织进行单独取样实验分析。
6. 结果中大多数酶活实在0.5和1h与对照组有差异，如何解释应激效应？
答：应激效应是机体受到各种强烈因素（应激源）刺激时所表现出的非特异性反应，如斑马鱼内脏团中SOD和CAT活力在0.5和1h显著升高，其主要表现为免疫系统的增强。
7. 大部分讨论没有和其他文献进行对比分析，仅从自己结果还讨论机制，目前的结果基本上比较困难讨论机制
答：根据建议在分析讨论中引入了相关文献进行分析，具体见正文。
8. 参考文献中大量外文文献遗漏，请检查。
答：对参考文献进行了检查，补充了遗漏的外文文献
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