氯霉素对费氏弧菌0~24 h的Hormesis效应及其机制初探
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摘要: 为了探究抗生素对发光菌的Hormesis效应，选择费氏弧菌（Vibrio fischeri, V.fischeri）为受试生物，氯霉素为研究对象，测定了0~24 h下氯霉素对V.fischeri的发光强度（Hv）及生长量（OD600）的作用，探讨氯霉素对V.fischeri的低浓度促进效应及其可能机制。结果表明，氯霉素对V.fischeri的发光强度具有明显的促进作用，且仅出现在细菌生长的延滞期。根据V.fischeri的发光机制，结合Gaussian量子化学计算结果，即氯霉素的最正氢电荷为0.244，远大于烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）的最正氢电荷0.135，提出氯霉素通过提供质子促进荧光反应，进而产生Hormesis效应的可能机制。
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Abstract：In order to reveal the Hormesis effect of antibiotics on bacterial, the adverse effects of chloramphenicol on the luminescence and cell proliferation (0~24 h) of Vibrio fischeri (V.fischeri) were investigated. It was found that an obvious stimulation effect at the low concentration would occur on the luminescence intensity at the lag phase of V.fischeri under the action of chloramphenicol. A possible mechanism hypothesis of the stimulation effect was then proposed, based on the light emitting mechanisms and the quantum chemical parameters calculated by Gaussian 09. It was supposed that because of a higher value of the most positive charge of the H atoms of chloramphenicol than NADH, chloramphenicol can act as proton donors to provide protons which are essential for the light emitting process, instead of NADH, and stimulates the light emitting of the bacteria.
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Hormesis效应，即低剂量刺激效应是一种区别于传统毒理学剂量-效应关系的特殊现象[1]，Southam和Ehrlich[2]在1943年研究红雪松提取物对真菌的作用时发现这一现象，并将其定名为Hormesis现象。此后，越来越多与Hormesis效应相关的文章被报道，然而，研究人员对Hormesis效应的研究主要仍集中在对其现象的发现上，对其发生促进的研究尚且不足，因此，对Hormesis效应的低浓度促进作用及其机制的研究显得尤为重要。
研究表明，Hormesis的产生和刺激程度除了受剂量的影响以外，还与化合物在生物体中的暴露时间相关。张静[3]研究溴化物对青海弧菌的Hormesis效应发现，溴化物的侧链长短和暴露时间是影响Hormesis效应的主要原因，其中暴露时间越长，Hormesis效应越大。因此，对不同暴露时间下产生的Hormesis效应研究更加有利于加深对Hormesis及其机制的认识。
费氏弧菌（Vibrio fischeri, V.fischeri）作为一种典型的发光菌[4,5]，在毒性评价中具有快速，灵敏，廉价等优点，前期研究发现磺胺类抗生素在低浓度下对V.fischeri的发光具有促进作用，并且提出该促进作用与发光菌的群体感应相关[6-8]。本文以V.fischeri为测试生物，氯霉素抗生素为研究对象，测定了氯霉素对V.fischeri的0~24 h的毒性效应，分别以发光和OD600作为测试终点进行毒性表征，结合V.fischeri在实验条件下的生长和发光强度曲线，分析氯霉素在不同暴露时间下对V.fischeri的毒性作用，借助Gaussian计算等手段，进一步探讨了氯霉素对V.fischeri产生Hormesis效应的可能机制，其相应Hormesis效应的测定及其机制的研究可为其在环境生态风险评价工作提供研究基础。
1 材料与方法 
1.1 试剂与仪器
本实验用氯霉素，Chemical Abstracts Service（CAS）号为56-75-7，购自Sigma-Aldrich化学制品有限公司（St.Louis,MO,USA），结构式如下：
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图1 氯霉素的化学结构
Fig.1 The chemical structure of chloramphenicol

费氏弧菌冻干粉购自中国科学院微生物研究所，参照菌种供应商提供的培养基配方配制培养基。
所用仪器及软件：化学发光免疫分析仪（BHP9507，北京滨松光子技术股份有限公司）、高压蒸汽灭菌器、精密电子天平（BT25S，德国sartorius公司）、电子pH计（PH510，美国OAKTON公司）、洁净工作台、全自动新型生化培养箱（ZSD-1430，上海智城分析仪器制造有限公司）、恒温培养振荡器、超声波清洗器、电热恒温鼓风干燥箱、混匀小精灵，Gaussian 09等。
1.2毒性测定方法
1.2.1工作菌液的配制
将斜面培养基中培养至第三代的菌种转接入盛5 mL液体培养基的小锥形瓶中，在22 ℃恒温震荡培养至对数生长期，成为摇瓶菌液。取摇瓶菌液200 μL到40 mL质量分数（wt.）2 %的NaCl溶液中，维持菌群密度约为104个mL-1，磁力搅拌40 min以调节发光菌生长基本同步，制成工作菌液。
1.2.2毒性试验
本文取待测化合物用适量二甲基亚砜（DMSO）配制成标准溶液，Hormesis效应的浓度范围具有一定规律[9]，因此，实验时用wt.2 % NaCl稀释成对数梯度系列，本文设计浓度为7.01×10-6至2.81×10-5 mol.L-1之间取等对数浓度梯度的12个浓度点，分别取80 μL至96孔板中，同时加入80 μL液体培养基和40 μL工作菌液，并以不加化合物的wt.2 %的NaCl溶液作为对照，每个浓度梯度点设置三个平行。在混匀小精灵以1000 r.min-1的速度震荡30 s后，放入恒温培养箱中，在20 ℃下，以180 r.min-1的转速震荡培养。每2 h使用多功能酶标仪读取费氏弧菌的发光强度（Hv）和生长量（OD600）。
1.3 毒性数据的处理

化合物对受试生物的抑制率是表征化合物毒性一般方法，因此，氯霉素对V.fischeri发光的毒性作用用发光抑制率表征，计算如下：  
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式中：
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表示以发光强度作为测试终点时的抑制率；Li表示第i个测试样的发光值；L0表示对照组平均发光值。
氯霉素对V.fischeri生长的毒性作用由OD600抑制率表征，计算如下： 
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式中：
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表示以OD600作为测试终点时的抑制率；OD600, i表示第i个测试样的OD600值；OD600, 0表示对照组平均OD600值，
1.4 Gaussian计算
Gaussia量子化学计算软件是目前应用最为广泛的计算化学软件之一。本文利用Gaussian 09中的freq/pm6方法计算化合物的量子化学参数。
2 结果与讨论
2.1 V.fischeri的生长曲线
V.fischeri在0~24 h内的Hv和OD600的变化曲线如图2所示。针对细菌的Hv生长曲线可知，V.fischeri在培养体系中，0~8 h处于生长延滞期，光值较低，呈下降趋势，并在第8 h处于最低值，接着细菌培养渐渐进入对数生长期，光值开始急剧上升，直至16 h后，细菌进入生长平台期，光值保持在较高水平。这一现象主要是因为V.fischeri发光受到群体感应系统的调节[10-12]，其光强具有很强的细菌密度依赖性。结合V.fischeri的OD600生长曲线图可知，0~8 h，细菌的密度较低，且上升缓慢，相应的信号分子浓度也低，此时，V.fischeri的发光主要依靠单个细菌发光，因此V.fischeri的Hv处于一个较低并下降的趋势，甚至不发光。8 h后，细菌生长进入对数生长期，细菌密度迅速上升，信号分子的浓度也明显提高，当信号分子达到一定的阈值时，信号分子可启动相应靶基因编码荧光素酶，从而调控发光细菌的光强，表现出光值明显增大[13]。处于平台期的细菌密度大而且较稳定，即信号分子的浓度保持在较高的范围，因此，光值在平台期也处于较高水平。可见，本次实验所采用的V.fischeri在0~8 h处于细菌生长延滞期，8~16 h进入对数生长期，16~24 h处于生长平台期。
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图2发光菌0~24 h的发光强度（Hv）和OD600的变化
Fig.2 Trends of luminescence intensity and OD600 during 0~24 h
2.2氯霉素对V.fischeri的Hormesis效应

氯霉素对V.fischeri在0~24 h的剂量-效应曲线如图3（Hv）和图4（OD600）所示。从图3可以看出氯霉素对V.fischeri的发光在4~8 h具有Hormesis效应中的低浓度促进作用，并且在同一时间点对发光的促进作用随着氯霉素的浓度增加而增加。随着暴露时间的延长，抑制开始占主导地位，在10~14 h，不同浓度氯霉素对V.fischeri的光值强度抑制率近100 %。此后，在18~24 h，低浓度的抑制率随着时间的延长而下降，在同一时间点下呈现抑制率随氯霉素浓度的增加而增加的传统S型剂量-效应关系。
然而，氯霉素对V.fischeri的生长（OD600）在0~24 h内并没有观察到促进作用，如图4所示，在0~8 h，氯霉素对V.fischeri生长的抑制保持在较低水平，均在20 %以下。随着暴露时间的增加，氯霉素对V.fischeri生长的抑制率先增加后减小，在同一时间点下，抑制率随氯霉素浓度的增加而增加。
结合图2，可知0~8 h细菌处于生长延滞期，细菌密度低，数量少，信号分子浓度低，因此，光值低且处于下降趋势。此时，氯霉素进入细胞产生促进发光的现象，而对细菌生长并没有表现出明显抑制，所以氯霉素对发光的促进作用很可能是通过促进单个细菌发光实现，而且，随着氯霉素浓度的增加，这种促进作用越发明显。然而，当细菌进入对数生长期后，细菌密度增大，细菌发光主要有群体感应系统调节，发光强度增加[14]，氯霉素对单个细菌发光的促进作用被掩蔽，而对细菌生长的抑制作用占主导，进而表现出对光值的抑制作用。
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图3 0~24 h以发光作为测试终点剂量效应曲线
Fig.3 Dose-response curves during 0~24 h: using luminescence intensity as the endpoint
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图4 0~24 h 以OD600作为测试终点的剂量效应曲线
Fig.4 Dose-response curves during 0~24 h: using OD600 as the endpoint
2.3氯霉素对V.fischeri的Hormesis机制

作为广谱抗生素的一种，氯霉素对革兰氏阳性、阴性细菌均有抑制作用，主要作用于原核细胞内核糖体50s亚基，阻碍肽链不能向新附着的氨基酸上转移，使肽链延长受到抑制，同时能特异性阻止m RNA与核糖体的结合而影响蛋白质合成[15]。
V.fischeri的发光有多种物质参与，发光的底物是黄素核苷酸和长链脂肪醛并有分子氧的参与，是一个由细菌荧光酶催化的氧化反应[16]。其简略的反应方程如下：
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   （3）
式中：FMNH2为还原型黄素核苷酸；O2为氧分子；RCHO为长链脂肪醛，反应后的产物：RCOOH为相应长链脂肪酸；FMN为黄素单核苷酸；Hv表示发射光子。
已有研究指出[17-19]，污染物能够影响细胞内的荧光素酶催化的上述反应，对发光菌的生长起到抑制作用。该反应的氧化产物FMN能够结合NADH提供的H而被还原重新生成FMNH2(如图5所示)，使发光反应能够持续进行。通过Gaussian计算，NADH中提供的H的电荷为0.135，而氯霉素中的最正氢电荷的数值为0.244（图5），由于最正氢电荷越大，越容易失去，这表明氯霉素具有比NADH更容易为FMN提供用于发光所需质子的潜力。因此，可以推测当反应体系中加入氯霉素时，氯霉素能够起到类似于NADH的还原作用，将FMN还原成FMNH2（图5），从而提高FMNH2的合成效率，进而促进细菌发光，并且氯霉素浓度越大，所提供的氢越多，促进作用越明显。此后，随着暴露时间的延长，细菌密度的增加，光值增大，氯霉素的对发光的促进作用被掩蔽，而对细菌的抑制作用被凸显，其通过作用于核糖体50s亚基，从而起到抑制细菌生长，进而抑制发光。因此，氯霉素对V.fischeri的发光强度的作用表现为仅在生长延滞期具有Hormesis效应中的促进作用，具体作用机制如图5所示。抗生素Hormesis时间效应及其机制的研究，一方面，为临床抗生素的正确用药提供更为合理的理论指导，另一方面，也为抗生素的生态风险评估提供了新的实践依据。
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图5氯霉素对V.fischeri的Hormesis效应机制图
Fig.5 Mechanistic hypothesis for Hormesis in the toxicity of chloramphenicol to V.fischeri
3 结论
（1）本文研究了氯霉素对V.fischeri的Hormesis效应，结果表明Hormesis效应随着暴露时间的延长而变化。其中，氯霉素暴露后2~8 h细菌光值显示出明显的低浓度促进作用，促进作用均超过100 %。结合细菌生长曲线我们推断Hormesis的产生与其生长阶段有关。
（2）Gaussian计算结果显示，氯霉素的最正氢电荷为0.244，NADH中的最正氢电荷0.135，远小于氯霉素中的最正氢电荷，表明氯霉素比NADH更容易提供H，促进V.fischeri的荧光反应，因此当氯霉素提供的H相对较多时，便出现了Hormesis的促进现象。
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