
 

联苯菊酯对皱纹盘鲍血细胞胞外陷阱形成的影响
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摘要：为探究贝类细胞胞外陷阱对联苯菊酯 (BF)胁迫的响应，实验以皱纹盘鲍血细胞为
研究对象，探讨不同浓度 BF (0、0.01、0.10、1.00 mg/L)对血细胞细胞活力、胞外陷阱
(ETs)、活性氧 (ROS)产量以及 ROS、糖酵解相关基因表达量的影响。结果显示，皱纹盘
鲍血细胞的细胞活力随着 BF浓度升高分别降低至 90.40%、80.22%和 72.28%，具有一定
的剂量依赖性特征。BF降低了皱纹盘鲍血细胞活力，且具有一定的剂量依赖性特征。不
同浓度 BF刺激后，pi3k 表达量极显著上调，分别为对照的 2.16 、3.32 和 3.32 倍。在 0.01
mg/L BF 刺激下，akt 表达量极显著上调，在 1.00 mg/L BF刺激下达到最高，为对照的 5.34
倍。在 0.01 mg/L BF刺激下，hif-1α 的表达量与对照组无显著差异，在 1.00 mg/L BF刺激
时升高最为显著，为对照的 11.63 倍。在 BF诱导形成 ETs过程中，血细胞 ROS产量增加，
且 ROS相关基因表达量显著上调。通过添加烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 (NADPH)氧化酶
抑制剂 (DPI)，发现 ETs的形成受到抑制，表明 ROS参与了 ETs形成过程。同时，在 ETs
形成的过程中，糖酵解相关基因表达量显著提升，初步表明糖酵解反应参与到 ETs的形成
过程。与对照组相比，pk 的表达量显著升高，在 BF浓度为 1.00 mg/L时表达量最高；hk
的表达量在所有刺激浓度下均极显著升高，且在 BF浓度为 1.00 mg/L时表达量最高。研究
表明，ROS和糖酵解反应参与了 BF诱导的皱纹盘鲍细胞胞外陷阱发生过程，BF可能会
通过干扰血细胞发挥正常的细胞免疫反应，继而对细胞造成一定的免疫毒害作用。
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随着社会发展和工业进步，人类对于农药安

全性的要求越来越高，高毒性农药逐渐被禁止或

替代。由于拟除虫菊酯 (pyrethroids, Pys)具有良好

的环境稳定性和杀虫活性，在林业、园艺和农业

生产中已取代有机磷、氨基甲酸酯等传统农药而

被广泛使用[1-2]。据统计，拟除虫菊酯的使用量在

全球杀虫剂市场上超过 25%[3]。随着拟除虫菊酯

类杀虫剂生产和使用规模的不断扩大，其在环境

中已无处不在。目前，拟除虫菊酯的检出率和残

留量呈持续上升趋势[4-5]。当拟除虫菊酯吸附于土

壤、悬浮颗粒或沉积物后，会作为吸附络合物或

沉降颗粒持续存在数月 [6]。之后，通过降雨、地

表径流等途径迁移至湖泊、河流和海洋环境。联

苯菊酯 (bifenthrin, BF)是第 3代拟除虫菊酯中的
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一员，使用更为广泛 [7]，在国内外水环境中被频

繁检出 [8-13]。与哺乳动物和鸟类相比，BF对水生

生物的毒性作用更高，会严重损伤水生生物的内

分泌系统 [14]、免疫系统 [15]、神经系统 [16]、组织形

态[17] 和运动能力[1] 等。

胞外陷阱 (extracellular traps, ETs)是一种重要

的细胞免疫方式，一般以细胞内核酸为骨架，搭

载多种免疫多肽组成纤维网状结构，对病原菌具

有较高的抓捕和抑杀活性 [18-19]。目前已有研究表

明，除了病原菌以外，环境污染物亦可诱导水生

生物 ETs的形成。例如，二嗪农 (diazinon)暴露能

够诱导尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)中性粒

细胞形成 ETs[20]。纳米氧化锌诱导鲫 (Carassius
auratus)血细胞形成 ETs的过程会受到 NADPH、

ERK1/2、P38和糖酵解反应的影响 [21]。三氯二苯

脲可通过激活 ROS/ERK1/2/P38信号，触发鲤 (Cyp-
rinus carpio)血细胞生成 ETs[22]。此外，在软体动

物中也发现了 ETs现象，但大多研究关注的是

ETs的抗菌活性[23-27]，针对环境污染物对贝类血细

胞 ETs影响的研究较少，仍缺乏系统深入的研究。

皱纹盘鲍 (Haliotis discus hannai)是我国沿海

地区重要的水产养殖经济物种。由于其具有开放

的循环系统，很容易受到水环境中胁迫物质的影

响 [28]。ETs作为一种应对病原菌入侵的细胞响应

方式，在贝类免疫反应过程中发挥积极作用 [23]。

为研究拟除虫菊酯对皱纹盘鲍的细胞毒害作用，

本研究从胞外陷阱入手，使用 BF对皱纹盘鲍血

细胞进行刺激，通过检测细胞活力以及 ETs、活

性氧 (ROS)的生成及其之间的关系，初步探讨皱

纹盘鲍在 BF胁迫下 ETs的响应规律。研究结果

有助于了解环境 BF的危害，丰富皱纹盘鲍血细

胞 ETs形成机制的研究，并拓展环境农药残留对

细胞免疫毒性的认识。 

1    材料与方法
 

1.1    皱纹盘鲍血细胞采集

皱纹盘鲍购自山东省烟台市本地养殖场，平

均壳长为 60 mm。在海水中暂养 1周 (温度 20~
22 °C, 盐度 28~30)，随机选取健康皱纹盘鲍，用

5 mL注射器抽取血淋巴与抗凝剂 (27 mmol/L柠檬

酸钠、336 mmol/L氯化钠、115 mmol/L葡萄糖、

9  mmol/L  EDTA、 pH  7.5)  1∶1混 匀 (体 积 比 )，
600×g 离心 10 min，弃上清液，获取血细胞。使

用磷酸盐缓冲溶液 (PBS)重悬血细胞至浓度为

1×106 个/mL，置于冰上备用。实验过程中，实验

人员严格遵守实验动物伦理规范，并按照相应的

规章制度执行。 

1.2    血细胞活力测定

使用 CCK-8试剂盒 (上海碧云天生物技术有

限公司)测定 BF对血细胞活力的影响。向 96孔

板中加入 2×105 个血细胞，每个处理设置 6个复

孔，随后加入终浓度为 0、 0.01、 0.10和 1.00
mg/L的 BF (99.8%)和 20 μL CCK-8试剂，孵育 1
h后，使用酶标仪 (TECAN,  Infinite M2000  PRO)
测定 OD450 数值，并计算血细胞活力。 

1.3    ETs定性与定量分析

参照 Han等 [23] 的方法，对 BF暴露后的血细

胞 ETs进行定性与定量分析。以 1×106 个 /mL的

密度接入至无菌培养皿 (60 mm)中，再加入终浓

度 为 0、 0.01、 0.10和 1.00  mg/L的 BF并 刺 激

1 h，随后加入终浓度为 5 μmol/L SytoX荧光染料

(Thermo Fisher  Scientific，美国 )孵育 10 min，并

用荧光显微镜 (DMi8，Leica，德国 )进行 ETs现
象观察与拍摄。

向黑色 96孔板中接入 2×105 个血细胞，加入

终浓度为 0、0.01、0.10、1.00 mg/L的 BF并刺激

1 h，以未加 BF刺激的血细胞作为对照。随后，

加入 5 μmol/L SytoX荧光染料并孵育 10 min。使

用 荧 光 酶 标 仪 (Fluoroskan  Ascent  FL， Thermo
Fisher Scientific，美国)在 485 nm激发波长和 525 nm
发射波长下测量荧光强度，并进行 ETs定量分析。 

1.4    RNA提取和相关基因表达分析

2−∆∆CT

选取重悬后的血细胞，分别加入终浓度为

0.01、0.10、1.00 mg/L的 BF刺激 1 h，以未加入

BF处理的血细胞作为对照组。使用 TRIzol试剂

(Invitrogen，美国)从血细胞中提取总 RNA，并根

据反转录试剂盒 (Promega，美国)合成 cDNA，以

gapdh 为内参基因，使用 7 500 Fast Real Time PCR
系统  (Applied  Biosystems，美国 )对 ROS相关基

因 [磷脂酰肌醇 -3-激酶 (pi3k)，蛋白激酶 B (akt)
和缺氧诱导因子 -1α (hif-1α)]和糖酵解途径基因

(己糖激酶，hk；丙酮酸激酶，pk)进行荧光定量

PCR (qRT-PCR)。使用 方法计算上述基因

的相对表达量。本研究使用的引物信息见表 1。 
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1.5    活性氧 (ROS)检测

参照 Patel等 [29] 的方法，使用流式细胞术检

测 BF刺激后血细胞 ROS的生成量。向 1.5 mL离

心管中接入 4×105 个血细胞，加入终浓度为 0.01、
0.10和 1.00 mg/L的 BF并刺激 1 h，以未刺激的

血细胞作为对照。根据活性氧检测试剂盒 (上海碧

云天生物技术有限公司)说明操作，使用流式细胞

仪 (FACSAria，Becton-Dickinson，美国)检测血细

胞中 ROS，结果用 FlowJo软件进行分析，以荧光

强度的平均值±标准差 (mean±SD)表示。 

1.6    ROS抑制剂对 ETs发生的影响

向 1.5 mL离心管中接入 4×105 个血细胞，使

用 NADPH氧化酶抑制剂 (DPI，Sigma，美国)预
处理 30 min，之后加入终浓度为 1.00 mg/L的 BF
刺激 1 h。根据活性氧检测试剂盒说明书，使用流

式细胞仪检测 ROS生成量。 

2    结果
 

2.1    BF对血细胞活力的影响

用 CCK-8试剂盒测定了 BF刺激后血细胞的

活力，结果显示，当使用 1 mg/L BF刺激1 h后，

与对照组相比，细胞活力显著下降 (P<0.05)(图 1)。
此外，随着刺激浓度的增加，细胞活力也表现出

下降的趋势，BF浓度越高，血细胞活力越低，对

血细胞的毒害作用越强，初步表明 BF对鲍的血

细胞毒性呈一定的剂量依赖性。 

2.2    ETs的形成与定量

SytoX Green可将释放到胞外的 DNA染成绿

色，在不同浓度 BF刺激下，均可观察到细长纤

维状绿色荧光结构 (图 2-a)，表明 BF可诱导皱纹

盘鲍血细胞释放 ETs。与对照组相比，随着 BF浓

度增加，绿色荧光结构有增多趋势 (图 2-b)。通过

对 ETs进行荧光强度定量分析，发现 BF可显著

诱导 ETs的产生，且具有一定的剂量依赖关系。 

2.3    ROS相关基因表达分析

不同浓度 BF刺激后，pi3k 表达量极显著上调，

分别为对照的 2.16倍 (P<0.01)、3.32倍 (P<0.01)
和 3.32倍 (P<0.01) (图 3-a)。在 0.01 mg/L BF刺激

下，akt 表达量极显著上调 (P<0.05)，随着 BF浓

度的升高，akt 表达量进一步上调，在 1.00 mg/L
BF刺激下达到最高，为对照的 5.34倍 (P<0.01)
(图 3-b)。在 0.01 mg/L BF刺激下，hif-1α 的表达

量与对照组无显著差异 (P>0.05)，但随着 BF浓度

的增加，hif-1α 表达量极显著升高 (P<0.01)，且同

样在 1.00 mg/L刺激时升高最为显著，为对照的

11.63倍 (图 3-c)。 

2.4    对 ROS生成量的影响

通过流式细胞术检测皱纹盘鲍血细胞 ROS的

生成量。与对照组相比，在 BF刺激血细胞形成 ETs
的过程中，ROS的生成量有升高的趋势 (图 4-a)。
通过对 ROS的荧光强度进行定量分析，发现随着

 

表 1    本实验所用引物序列

Tab. 1    Primers used in this study

基因名称
genes

引物序列
primer sequence (5′-3′)

gapdh forward ACGAAGATGTTGCTGCGTTGGTT

reverse TCGATGGGGTACTTGAGGGTGAG

pi3k forward TTTGTGGCATATCTTAGTGGGCTAG

reverse TGTGCTATGGGAACTTGGAGAAT

akt forward GGCACGGGAGTGGTAATGTATG

reverse ACAGTAAATGTTTCATCAAAGTAGCG

hif-1α forward CTTGAACGGCACTGAGGACATA

reverse ATCCAGGACCTGATTGGCTACA

hk forward ATGCCAAACCTTCCTTCTCAA

reverse TGAGGCATCAACCACGACCA

pk forward CGAGTCACGGCAATGATAGGA

reverse AGGCTGCCATCTACCACTTGC
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图 1    联苯菊酯诱导后皱纹盘鲍血细胞活力

1. 对照组，2. 0.01 mg/L BF组，3. 0.10 mg/L BF组，4. 1.00 mg/L
BF组。与对照组相比，*. P<0.05，**. P<0.01，下同。

Fig. 1　Cell viability of H. discus hannai hemocytes
after bifenthrin stimulation

1. control group, 2. 0.01 mg/L BF group, 3. 0.10 mg/L BF group, 4. 1.00
mg/L  BF  group.  Compared  with  control  group,  *. P<0.05,  **. P<0.01,
the same below.

化少蒙，等 水产学报, 2024, 48(8): 089416

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

3

https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn


BF刺激浓度的增加，ROS的生成量显著升高，且

具有一定的剂量依赖关系 (图 4-b)。 

2.5    ROS抑制剂对 ETs发生的影响

在未加入 ROS抑制剂 DPI的情况下，ETs的
生成量极显著高于对照组 (P<0.01)。在抑制剂处

理组中，虽然 BF刺激后 ETs的生成量同样高于

对照组 (P<0.05)，但与未使用 DPI处理组相比，

血细胞 ETs的生成量显著降低 (P<0.05)(图 5)。 

2.6    pk和 hk的基因表达分析

与对照组相比，当 BF刺激浓度为 0.01和 0.10
mg/L时，pk 的表达量显著升高 (P<0.05)，在 1.00
mg/L刺激下表达量最高 (P<0.01) (图 6-a)。hk的表

达量在所有刺激浓度下均极显著升高 (P<0.01)，
且在 1.00 mg/L刺激下表达量最高 (图 6-b)。 

3    讨论
 

3.1    联苯菊酯对皱纹盘鲍血细胞活力的影响

已有大量研究表明，在水生脊椎动物中，BF
可以对斑马鱼 (Danio rerio)、尼罗罗非鱼、虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)造成毒害作用 [30-32]。然而，

BF对软体动物影响所知甚少，仅有关于 BF对河

蚬 (Corbicula fluminea)的毒性效应研究 [33]。关于

BF是否会对皱纹盘鲍造成毒害作用及其应对机制

还未见报道。皱纹盘鲍拥有半开放式的循环系统，

其中血细胞作为免疫系统的主要效应组织，在抵

御外来物质的侵袭和免疫应答中发挥重要作用。

当受到外来污染物侵袭时，血细胞就会发挥免疫

功能进行清除，而超出其承受范围时就会导致血

细胞密度下降，细胞形态受损，进而影响细胞活

力[34-35]。在本研究中，皱纹盘鲍血细胞在受到 BF
刺激后细胞活力下降，表明 BF可能会破坏皱纹

盘鲍血细胞的完整性，从而对血细胞及细胞免疫

造成一定的毒害作用。 

3.2    联苯菊酯诱导皱纹盘鲍血细胞形成胞外

陷阱

ETs是机体免疫系统抵御外界不利环境刺激

的细胞响应方式，在脊椎动物中已经得到广泛的

研究 [21-22]。近年来，在长牡蛎 (Crassostrea gigas)、
欧洲鲍 (H.  tuberculata)、日本囊对虾 (Marsupen-
aeus japonicus)中也相继报道了 ETs的存在，然而

多数研究仅限于 ETs的功能与活性方面[27, 36-37]，缺

乏环境污染物影响贝类 ETs形成的相关研究。在

本实验中，不同浓度 BF对皱纹盘鲍血细胞进行

体外胁迫时，血细胞可以形成 ETs。这与杀虫剂

二嗪农和除草剂阿特拉津诱导鲤中性粒细胞释放

ETs的结果相似 [20, 38]。此外，在对小鼠 (Mus mus-
culus)的研究中发现，ETs的形成扰乱先天免疫反

应，从而增加肺部损伤和纤维化的风险[39]。在使

用不同浓度 BF刺激时，ETs的形成随着刺激浓度

升高而加剧，表现出一定的剂量依赖效应。上述

结果表明，BF可能通过干扰贝类细胞胞外陷阱的

形成，从而影响细胞免疫反应过程。 
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图 2    联苯菊酯诱导血细胞释放 ETs

(a)联苯菊酯诱导血细胞 ETs生成量，箭头表示 ETs的纤维状结构。(b)联苯菊酯诱导血细胞 ETs生成量定量分析。

Fig. 2　Hemocytes release ETs induced by bifenthrin
(a) ETs production of hemocytes induced by bifenthrin, arrows indicated the fibrous structure of ET. (b) quantitative analysis of ET production in hemo-
cytes induced by bifenthrins.
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3.3    ROS对胞外陷阱发生的影响

作为氧化应激的重要指标之一，ROS已被广

泛用于外源有毒污染物引起的氧化损伤研究 [40]。

正常情况下，生物体内的 ROS水平维持在一个动

态平衡状态，这对维持细胞生理功能和免疫功能

至关重要[41]。然而，当细胞受到外源刺激时，ROS
水平会升高[42]。在河蚬的研究中发现，当在 25 μg/L
的 BF中暴露时，消化腺中 ROS水平显著升高[33]。

同样，本实验中皱纹盘鲍血细胞在 BF刺激下

ROS水平也显著升高，初步表明 BF会对皱纹盘

鲍血细胞造成一定的氧化损伤。

磷 脂 酰 肌 醇 -3-激 酶 (phosphatidylinositol  3-
kinase, PI3K)/蛋白激酶 B (protein kinase B, AKT)通
路在细胞增殖、凋亡等方面发挥重要作用[43]。如，

染料木素通过抑制 ROS依赖的 PI3K/AKT信号转

导途径诱导 T24细胞的细胞周期停滞和凋亡 [44]。

PI3K/AKT途径在缺氧条件下通过增强糖酵解促进

成纤维细胞增殖[45]。在抑制剂作用下，PI3K/AKT
信号通路被抑制后，肿瘤细胞的增殖被抑制，并

诱导细胞凋亡[46]。研究表明，ROS被认为是能够

上调 PI3K/AKT信号通路的细胞内第二信使 [47]，

而 PI3K/AKT通路的激活可以促进 ETs的形成[48]。

本实验推测，在 BF刺激下，ROS水平的升高激

活 PI3K/AKT通路，导致 PI3K和 AKT表达量升

高，进而促进 ETs的形成。综上，推测 PI3K/AKT
通路可能参与到 BF诱导的皱纹盘鲍血细胞 ETs
的形成。此外，ROS水平升高会激活雷帕霉素靶

蛋白 (mTOR)，进而对下游信号 HIF-1α 进行调

节 [49]。在人 (Homo sapiens)和小鼠肥大细胞的研

究中发现，HIF-1α 可以促进 ETs形成[50]。本实验

中，hif-1α 表达量随 BF刺激浓度的增加而显著升

高，推测 HIF-1α 也参与到 BF诱导 ETs的形成。

ROS的生成受到 NADPH氧化酶的严格调

控[51]，在污染物的刺激下，NADPH氧化酶的活化

会导致机体内 ROS水平升高 [52]。基于NADPH氧

化酶参与调控与否，将 ETs形成机制分为两类，

即 NADPH氧化酶依赖型和非 NADPH氧化酶依

赖型 [53]。例如，人中性粒细胞在细菌的刺激下，

依赖 NADPH氧化酶形成 ETs，但在离子霉素刺

激下，无需 NADPH氧化酶参与就可形成 ETs[54]。
在对菲律宾蛤仔 (Ruditapes philippinarum)  [23]、紫

贻贝 (Mytilus  edulis)  [55] 的研究中发现，当使用

DPI抑制 NADPH氧化酶后，ROS和 ETs的生成

均显著降低。这与本研究中加入 DPI后 ETs的生

成量显著降低的结果一致。综上表明，BF诱导下
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图 3    联苯菊酯诱导的血细胞中 ROS相关基因表达

Fig. 3　Expression of ROS-related genes in hemocytes
induced by bifenthrin

(a) pi3k, (b) akt, (c) hif-1α.
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的皱纹盘鲍 ETs依赖于 NADPH氧化酶活化后

ROS水平的提高。
 

3.4    糖酵解反应可能参与联苯菊酯诱导的胞外

陷阱发生过程

ETs在释放过程中一般伴随着能量的消耗，

且严格依赖于外源葡萄糖 [56]。在哺乳动物中，

ETs形成时所需的能量主要来自糖酵解反应 [57]。

在菲律宾蛤仔[23] 中，糖酵解反应也参与了胞外陷

阱的发生过程。一般而言，PK、HK是糖酵解途

径的两个限速酶[38]，决定了糖酵解过程中能量的

释放。本实验结果发现，在 BF刺激后皱纹盘鲍

血细胞中 pk、hk 基因的表达量随着刺激浓度的增

加而显著升高，说明糖酵解反应可能是 BF诱导

的贝类胞外陷阱的能量来源之一。此外，ROS暴

发会加速糖酵解反应以维持底物供应。在本研究

中，随着 BF胁迫浓度的提高，ROS生成量及

ROS相关基因表达量的变化与糖酵解相关基因的

变化相似，这与在菲律宾蛤仔[21] 中的研究结果一

致，表明糖酵解反应与 ROS共同参与 BF诱导下

的胞外陷阱发生，至于二者之间是否存在协同关

系以及之间的内在关联尚需深入研究。 

4    结论

本研究表明，BF胁迫会对皱纹盘鲍血细胞造

成一定的毒害作用。BF可以诱导血细胞胞外陷阱

现象发生，且具有一定的剂量依赖性。此外，与

对照组相比，BF显著诱导血细胞 ROS水平升高，

同时，随着 BF浓度的升高，pi3k 表达量分别上

调 2.16、3.32、3.32倍，akt 表达量分别上调 1.44、
2.08、5.34倍，hif-1α 表达量分别上调 1.40、2.01
和 11.64倍。在进一步的抑制实验中，使用 DPI
抑制 ROS的生成，发现胞外陷阱的形成显著下降，

表明 BF刺激下皱纹盘鲍血细胞胞外陷阱的形成

依赖于 ROS的产生。此外，糖酵解相关基因表达
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图 4    联苯菊酯对血细胞中 ROS 生成量的影响

(a) ROS 生成量峰面积，(b) ROS 定量分析。

Fig. 4　Effect of bifenthrin on ROS production in hemocytes
(a) ROS generation peak area, (b) quantitative analysis of ROS.
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图 5    ROS 抑制剂 DPI 对联苯菊酯诱导的

血细胞 ETs 的抑制作用

1. 对照组，2. 1.00 mg/L BF组，3. 1.00 mg/L BF+DPI组。

Fig. 5　Effect of ROS inhibitor DPI on hemocyte ETs
induced by bifenthrin

1. control group, 2. 1.00 mg/L BF group, 3. 1.00 mg/L BF+DPI group.
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量随着 BF刺激浓度的增加而升高，表明胞外陷

阱在形成过程中，部分能量可能通过糖酵解途径

进行供能。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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图 6    联苯菊酯诱导的血细胞中糖酵解相关基因的表达

Fig. 6　Expression of glycolysis related genes in hemocytes induced by bifenthrin
(a) pk, (b) hk.
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Effects of bifenthrin on the formation of extracellular traps in
hemocytes of Haliotis discus hannai

HUA Shaomeng 1,2,3,     CHEN Lizhu 2,     YANG Dinglong 3*,     LÜ Xiaojing 3,    
LIU Xiangquan 2,     HE Jinxia 2,     LI Xuan 2

(1. College of Fishers and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;
2. Shandong Provincial Key Laboratory of Restoration for Marine Ecology,

Shandong Marine Resource and Environment Research Institute, Yantai　264006, China;
3. Institute of Coastal Zone Research, Chinese Academy of Sciences, Yantai　264003, China)

Abstract: Bifenthrin (BF) is widely used in agricultural production due to its excellent environmental stability and
insecticidal activity, resulting in its widespread residue in the environment. In recent years, BF has been frequently
detected in coastal areas of China, which would harm aquatic organisms. Extracellular traps play an important role
in innate immunity in molluscs.  However,  knowledge of the formation of ETs is  still  limited in the marine mol-
lusks induced by environmental contaminants so far. This study aimed to investigate the effects of bifenthrin on the
formation of extracellular traps in hemocytes of Haliotis discus hannai.  Here, H. discus hannai, with an average
shell length of approximately 60 mm, was collected from a local farm and maintained in aerated seawater (temper-
ature 20-22 °C; salinity 28-30) for a week before processing. Then hemocytes were obtained and stimulated by BF
(0,  0.01,  0.10  and  1.00  mg/L)  for  an  hour.  The  results  showed  that  the  cell  viability  of  hemocytes  decreased  to
90.40%, 80.22% and 72.28%, respectively,  in a dose-dependent manner.  Meanwhile,  observed formation of ETs
outside  hemocytes  induced  by  BF,  quantitative  analysis  revealed  the  amount  of  ETs  formation  significantly
increases in a dose-dependent manne, compared to the control group. A more abundant structure of ETs could be
induced by 1 mg/L BF. Furthermore, the mRNA expressions of phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) and protein
kinase B (Akt) were significantly upregulated in a similar trend in response to the BF-induced reactive oxygen spe-
cies (ROS) burst and hypoxia inducible factor 1α (HIF-1α) increased significantly (except 0.10 mg/L). Notably, we
detected an increase of ROS production during ETs. Quantitative analysis revealed that ROS production increased
significantly with the increased BF concentration, as well as in a dose-dependent manner. Furthermore, the forma-
tion of  ETs was blocked with the inhibition of  ROS production by nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH)  oxidase  inhibitor  (DPI).  Meanwhile,  the  mRNA  expression  of  pyruvate  kinase  (PK)  and  hexokinase
(HK) was significantly elevated, indicating that during the formation of extracellular traps, part of the energy was
supplied by the glycolytic pathway. In summary, stimulation by bifenthrin causes toxic effects on H. discus han-
nai hemocytes, which in turn exert immune functions through the formation of ETs. The ROS-mediated mediates
the formation of ETs, and the PI3K/AKT signaling pathway. HIF-1α, is involved in the formation of ETs, mean-
while energetically supplied by glycolysis. This study preliminarily explored the response of hemocytes of H. dis-
cus hannai under BF stress to ETs, to provied a reference for further research on the immune response of hemo-
cytes in shellfish and expand the understanding of environmental pesticide residues on cellular immune toxicity.

Key words: Haliotis discus hannai; gene expression; ROS; bifenthrin; extracellular traps; cellular immune
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