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摘要：采用斑马鱼胚胎毒性测试方法，研究了 $%&’($%&)对斑马鱼的急性毒性和生命早期阶段生长发育的影响 *结果表明，
$%&)($%&’对斑马鱼有明显毒性作用，+,-"（./ 0）分别为1 ""- 23(+和 1"4 23(+，+,-"（#5 0）分别为 .## 23(+和 41 23(+* $%&)(

$%&’抑制斑马鱼胚胎发育，可导致胚胎发育畸形，甚至死亡，高浓度（ 6 !." 23(+）$%&)损伤细胞膜，导致胚胎分裂中的细胞发
生自溶而卵凝结死亡，抑制胚胎原肠胚的形成 *在各种亚致死效应中，脊柱畸形对 $%&)暴露最敏感，其 7,-" 8 #91. 23(+，$%&’
暴露最敏感亚致死性毒理学终点为 #5 0孵化，对应 7,-" 8 :!/9" 23(+* $%&’($%&)导致胚胎发育延迟，具有发育毒性 *
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!"".年著名的美国”杜邦特氟龙事件”引起了
人们对全氟化合物（$%,]）的高度重视［1］*全氟辛基
磺酸（,/%14 )&:X，$%&)）和全氟辛酸（,/%14 ,&&X，
$%&’）是引起环境污染的重要的 $%,]［! ? -］，在水
体［5］、生物体［4］、人体组织［/］和食物［#］中广泛检出，

同时具有难降解性和生物蓄积性，被认为是一类新

型持久性有机污染物［1"］*近年来部分 $%,] 已经被
逐渐淘汰，但由于其在水环境中持久性及生物蓄积

性，$%&)和 $%&’仍将是未来水生态环境污染研究
的热点问题［11 ? 1:］*
尽管 $%&) 和 $%&’ 污染普遍存在，关于 $%&)

和 $%&’毒性研究数据并不多［1. ? 15］*以小型或低等
水生动物［14 ? 1#］、鱼类体细胞［1.，1-，!"］、鱼类［15，!1］等水生

生物为实验动物的文献以测试 $%&)($%&’ 的急性
毒性［14，1/，!!］、基因毒性［14，!!］和肝脏毒性［1-，14，!"］，以及

抑制脂肪酸代谢［15］等，结果表明 $%&)($%&’对于水
生生物存在一定毒性，但缺少关于发育毒性的研究 *
啮齿类动物实验表明 $%&)和 $%&’导致雄性大鼠

精子减少，发育减缓［!:］，初生小鼠存活率下降，发育

延缓，具有发育和生殖毒性［11 ? 1.］，此外，$%&) 和
$%&’对肝脏影响显著，可导致实验动物肝肿大，体
重显著下降［!.，!-］，XJYY等［1-］报道鱼血清中肝损伤指
示物———转氨酶活性与肝脏 $%&) 含量正相关［1-］，
$%&’影响脂肪酸代谢酶，进而损伤肝脏［!5］* $%&)
使得雌性成鱼卵巢病变［!4］* &@CE] 等［15，!/］报道了呆
头鱼血清中性激素水平受 $%&)和 $%&’暴露改变 *
鲤鱼（,*-)*$&.")/ "#"0/）暴露在 $%&’，病理切片显示
肝有损伤，进一步 =T’测试显示与脂肪酸代谢关系
密切的基因受损［!1］* $%&)和 $%&’暴露可使小型水
生无脊椎生物的活动能力降低［14，!!］*
本研究利用国际标准模式鱼———斑马鱼
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（!"#$%&’#()* "+")*），开展 !"#$和 !"#%的水生毒理
学研究，旨在研究 !"#%和 !"#$对斑马鱼胚胎急性
毒性，考察不同发育阶段模式鱼对毒物的敏感性差

异，初步探讨其作用机制 &以期为进一步开展此类物
质低浓度、慢性水生毒性研究奠定基础，为制定安全

的环境影响评价浓度并对其进行生态风险评价与管

理提供科学依据 &

! 材料与方法

!"! 试验试剂及仪器
!"#%为 ’()的水溶液，购买自 "*+,-. 公司 &

!"#$为纯度 / 01)的固体，购买于 234,- 公司 &本
试验所用 !"#%和 !"#$的标准储备液浓度分别为
5 6(( 789:、’;( 789:&
标准稀释水参照文献［<0］中的方法配制 &本实

验采用专用鱼卵收集器收集鱼卵，采用 <’孔聚丙烯
细胞培养板作为染毒器具，=>-?@AB<(((CD倒置显微
镜进行观察，=>-?@E<((数码相机拍照 &
!"# 试验方法
!"#"! 斑马鱼饲养及鱼卵采集
斑马鱼是常见的暖水性（<5 F G<H）观赏鱼，鲤

科，个体小（’ F 6 ,7），孵化后 G个月性成熟，常年产
卵，鱼卵易收集，而且小规模饲养技术简单 &鱼种属
$I品系斑马鱼，系复旦大学生命科学院卢大儒教授
课题组惠赠 &用于本次试验鱼卵采集的成鱼已在本
实验室饲养了 J个月以上 &挑选鱼龄相近成年斑马
鱼（雌雄鱼数比 5 K <）饲养在曝气的水体内，水温保
持在（<J L 5）H，MN值控制在 1 F ;之间 &每日喂食
<次经过消毒处理的冷冻红线虫 &光照9黑暗周期控
制（O）5’：5( &为防止成鱼掠食鱼卵，用网覆盖收集
器 &成鱼在给光照 G( 7>@内完成交配和产卵 & 5 O内
将鱼卵取出，用重组水迅速清洗以除去残余物，用于

进行毒性实验 &
斑马鱼胚胎整个实验过程中的试验用水，包括

稀释水和清洁用水，均为统一配制、充分氧饱和、温

度保持（<J L 5）H的标准稀释水 &
!"#"# 胚胎染毒实验设计
按照 %,O+*P3等［G(］长期研究方法指导设置胚胎

染毒实验 &在 =>-?@ AB<(((CD倒置显微镜观察，挑选
发育正常的受精卵进行实验 &选用 <’孔细胞培养板
作为染毒器具，实验时每孔加入 < 7:试液，放入 ’
枚受精卵 &试验设置 6个不同浓度，每个浓度处理放
置 5J枚卵，G次重复，同时另设 5J枚卵作为空白对
照 &锡箔纸封面以免挥发改变实验浓度 &多孔板培养

环境温度为（<J L 5）H，光照9黑暗周期（O）5’：5( &每
<’ O更换 5次溶液 &在倒置显微镜下观察胚胎发育
5<( O内的毒理学终点，并拍照记录 &以上试验进行
G次重复 &
!"$ 统计检验
采用统计检验水平为 (Q(6 & 采用 R?*7?8?4?SC

%7>4@?S 检验数据分布形式 & 对不同分布形式用
$=#T$和 R4+U-.*CV.**>U检验，E+@@3PP做后决检验 &
所有相关性分析和统计检验采用 %!%% 5(Q(软件完
成 &非线性拟合采用 #4>8>@ 1Q6软件完成 &图片处理
采用 !O?P?UO?M完成 &

# 结果与讨论

#"! 实验质量控制措施
实验通过控制对照组胚胎死亡率实现毒性实验

质量控制 &本实验中对照组样本总量为 <5JQ’; O死
亡率为 5Q5)，0J O死亡率为 <Q1)，满足 #BWE测试
标准要求 &
#"# !"#%和 !"#$对斑马鱼胚胎的毒性效应
#"#"! !"#%和 !"#$急性毒性
根据预试验的结果，选取 5Q6、’6、5((、<((、

G((、’((、;((、5 (((、5 G6(、5 6(( 789: !"#$，及
5(、;6、5((、55(、5J(、<((、<’( 789: !"#%对斑马
鱼胚胎进行染毒试验 & !"#$染毒组样本总量为 J’(
枚，!"#%染毒组样本总量为 ’’;枚 &
本研究选择非线性函数来描述剂量C效应曲

线［G5］，计算半数致死浓度 :W6(，包括 <’ O致死率、’;
O致死率、0J O致死率等指标［G<，GG］&通过拟合函数给
出定量的急性毒性结果，列于表 5 &
如表 5所示，!"#%和 !"#$对斑马鱼胚胎的毒

性随浓度增加而增加，随暴露时间延长而增加 & <’ O
!"#$的急性毒性 :W6( X 10( 789:，远低于 !"#% 相
应的的 :W6(值，!"#% 毒性远高于 !"#$& 据文献
［1，G’，G6］报道对大鼠急性毒性实验表明，!"#$属
低毒性，!"#% 属于中等毒性化合物；通过文献
［5’，5J F 50，G’ F G1］结果的综合比较，可得出一致
结果，即无论是哺乳动物、鱼类或是原生动物的试验

体系，!"#%均表现出较 !"#$更强的毒性 &
通过比较不同生物试验方法（图 5），可以看出

斑马鱼胚胎对 !"#% 毒性较为敏感 &在各种水生生
物急性毒性试验方法中，斑马鱼胚胎检测技术属于

敏感性很高的方法 &如 !"#% 对斑马鱼胚胎的急性
毒性 :W6(（0J O）值介于绿藻 , & $#-")$*"(./.0 和绿
藻 1 & 2.34#")5 之间，但是斑马鱼属于更高等生物，其
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表 ! "#$%和 "#$&对斑马鱼胚胎致死性效应半数致死浓度（’()*）

!"#$% & ’%()" $%*+"$ ,-.,%.*/"*)-.（0123）-4 5678 ".( 5679 *- :%#/"4);+ %<#/=-;

毒理学终点
5679 5678

0123 > <?·0@ & A2B置信区间 !C 相伴概率 " 0123 > <?·0@ & A2B置信区间 !C 相伴概率 "
CD +致死 EA3 EEF，G3E 3HAAI F 3H33 &3E &3I，&3G 3HAAF A 3H33
CD +卵凝结 & 332 AIC，&3E F 3HAII G 3H33 &3E &3I，&3A 3HAEC F 3H3C
DG +致死 EA3 EEF，G3E 3HAAI F 3H33 &3E &3D，&&3 3HAEA 3 3H33
DG +卵凝结 & 332 AE3，&3D & 3HAII E 3H33 &3I &3D，&3A 3HADC 2 3H3&
AI +致死 DAA D2E，2FG 3HAAF 3 3H33 E& I3，GC 3HA2F 2 3H33
&C3 +致死 C33 &G&，C&A 3HAEE G 3H33 C3 &E，CF 3HAGI 3 3H33

实验生物全称与缩写对照表见表 C
图 ! "#$&对和 "#$%不同生物的毒性比较

6)?J& !-K),)*= -4 5678 ".( 5679 *- ()44%/%.* *%;* -/?".);<
表 + 实验生物全称与缩写对照表

!"#$% C 6L$$ ."<% ".( )*; "##/%M)"*)-. -4 *%;* -/?".);<

缩写 试验生物全称

1N 绿藻 1+$-/%$$" ML$?"/);
1I 大鼠胶质瘤细胞株 1I
1OP6 雄性克罗恩病大鼠

1OP’ 雌性克罗恩病大鼠

O’ 水蚤 #$"%&’$ ($)&$
O5 水蚤 #$"%&’$ "*+’,$!’$
6’ 黑头呆鱼

Q1 人结肠癌细胞株 Q1!&&I
0R 大型挺水植物 0%<." ?)##"
’;) 水生植物 ’=/)-S+=$$L< ;)#)/),L<
’;S 水生植物 ’=/)-S+=$$L< ;S),"*L<
51 草履虫 TUV GC
50PG& 大鼠早幼粒细胞白血病细胞株 W51PG&
X’ 雄性大鼠

X6 雌性大鼠

X 兔

81 绿藻 8%$%.";*/L< ,"S/),-/.L*L<
N6 - J .’/,%0!’ 细菌 UXX0YP&&&EE型
Z Z);*"/大鼠
V[ 斑马鱼胚胎

生理活动复杂，对评价 5678 的环境毒性有更高借
鉴意义 J
斑马鱼胚胎急性毒性试验方法对 5679毒性敏

感性则不高，0123（AI +）值与对大鼠急性毒性相当，
远高于多个细胞株试验体系的试验结果 J
+,-,+ 5678和 5679对斑马鱼胚胎的致死性效应
在本试验设计浓度内 5679及 5678 均对斑马

鱼胚胎有致死影响 J受精卵产出后 C +染毒，胚胎发
育到 D + 时发生卵凝结 J 5679 浓度高于& 333 <?>0
时，胚胎约在 D + 时开始出现卵凝结 J相同现象，
5678的浓度为高于 &I3 <?>0J
实验中还观察到，高浓度（ \ CD3 <?>0）5678染

毒，可直接损伤斑马鱼胚胎动物极的细胞结构，导致

胚胎分裂中的细胞发生自溶，随后发生卵凝结（D
+），抑制斑马鱼胚胎原肠胚的形成，结果如图 C（#）
] C（(）所示 J这可能是由于胚胎处于囊胚期，细胞高
度分裂，毒物作用的压力可使胚胎在进入外包期前

就停止发育，并伴随着胚盘细胞损毁和卵凝结［FC］J
+,-,+ 5678和 5679对斑马鱼胚胎的亚致死效应
根据 [123值（表 F），按照各个毒理学终点敏感

性从高到低顺序排列，5678为：脊柱畸形 \ AI +孵
化 \ DG +水肿 \ DG +尾部畸形 \ DG +无血液循环 J
对于 5679，各个毒理学终点敏感性从高到低次序
为：AI +孵化 \脊柱畸形 \ DG +水肿 \ DG +尾部畸
形 \ DG +无血液循环 J
胚胎在毒物作用下直接致死，这些致死性反应

掩盖了部分非致死性反应，使得部分亚致死毒理学

终点发生率较低，无法计算 [123值 J首先，CD +尾部
未延展或未延展完这个毒理学终点，5678组发生率
最高值 2H2B（&33 <?>0组）J 5679暴露组& 333 <?>0
组和& 233 <?>0组各出现 & 例尾部未延展胚胎 J其
次，5679暴露组 DG +无血液循环和 DG +尾部畸形 C
个毒理学终点的最高发生率分别为 &IHEB和 FFB J
在 G ] &C3 +这段发育时期内，5678和 5679暴

露均导致斑马鱼胚胎发育延迟 J主要表现为暴露

&E&I期 叶露等：5678>5679对斑马鱼（1!$,%23$&’4 !0!’4）胚胎致毒效应研究



图 ! 胚胎动物极细胞的自溶现象

!"#$% &’()*+,-. /-**0 "1 21"32* 4)*- )5 -367+)0

表 " !种典型全氟辛基化合物对斑马鱼胚胎亚致死性反应的半数反应浓度（#$%&）

826*- 9 :-."2 -55-/( /)1/-1(72(")1 )5 (;) (+4"/2* 4-75*)’7))/(21- /<-3"/2*0 () ,-6725"0< -367+)0

毒理学终点
=!>& =!>?

@ABC D3#·EF G HBI置信区间 !% @ABC D3#·EF G HBI置信区间 !%

JK <亚致死 GBG GGB，%CC CLHBM % G CCG BCG，% CKH CLHH% J
G%C <亚致死 GJM GGC，GKN CLHJB G KG9 GN%，GCJ M CLHHK 9
JK <无血液循环 GBH G%9，GHG CLHHK N — —

JK <水肿 GJH GJB，GBB CLHH9 H G JCH KG9，G9J H CLKHM %
JK <尾部畸形 GB9 N9，%K% CLHKG C — —

HN <孵化 GCN G9，NGM CLHKN H 9%K KH，GG% % CLHBH M
脊柱畸形 HLGJ %LGJ，JG$M CLHKM % KKJ GHB，%%9 H CLMM% %

G% <后，对照组胚胎发育处于 GCCI外包期，此时部
分暴露组胚胎外包活动偏缓慢，仍处于 BCI外包
期 $暴露试验 %J <时，对照组胚胎处于成形期，尾部
向体后延伸，脑干、心脏、血液循环已逐渐形成 $此时
暴露组部分胚胎尚处于分节期，肌节未达到 %N 个，
肌节发育尚未完成，尾部未延展，无自主运动 $暴露
JK <后，对照组胚胎体表和眼部有黑色素沉积，血色
素形成，长出胸鳍 $而发育延迟胚胎主要表现为黑色
素沉积很少或无黑色素沉（眼睛黑色素明显少于正

常胚胎），且尚未完成耳石发育，尾部完全延展，但血

液循环未开始或血液循环开始，但血细胞尚未形成 $

心脏器官发育成形，并开始规律跳动，但平均心率低

于对照组，如图 9所示 $
胚胎发育 JK < 时，对照组的心率为（G9% O G9）

次D3"1，=!>? 和 =!>& 暴露组（即图 9 中染毒对照
组）的心率分别为（G%K O G%）次D3"1和（G%H O %G）
次D3"1$但是出现发育延迟症状的胚胎平均 JK <心
率值：=!>&暴露组（GGC O GN）次D3"1，=!>? 暴露组
（KM O GG）次D3"1$通过分别与空白对照组及暴露组
未延迟胚胎 JK <心率进行统计检验，结果表明差异
的相伴概率均小于 CLCG $由此可推测，出现 JK <心
率过低的胚胎是因发育延迟造成，而非污染物损伤
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图 ! 发育延迟和染毒对照斑马鱼胚胎的 "# $心率

!"#$% &’()* )(*’（+, -）./) #)/0*- )’*()1 (21 2/)3(4

1’5’4/63’2* 7’8)(."9-

胚胎心脏功能而造成 $
持续观测发育延迟的胚胎，通过比较 +, : ;<= -

期间对照组胚胎心率与发育延迟胚胎心率，如图 +
所示，>!?@暴露组心率值始终低于同时期的对照
组胚胎心率值，表现出对胚胎发育的抑制作用 $暴露
试验到 A< -，各处理组仔鱼陆续孵化，仔鱼外形上差
异较小，很难从形态指标上再进行区分 $

!!表示检验水平 ! B =C=;
图 " 发育延迟斑马鱼胚胎 "# % &’( $心率

!"#$+ &’()* )(*’ /. #)/0*- )’*()1’1 ’38)D/9 (* +,E;<= -

! 结论

（;）>!?@和 >!?F对斑马鱼胚胎发育的有害影
响随浓度升高而增强，即存在浓度E效应正相关的影
响 $ >!?F和 >!?@的 GHI=（+, -）分别为; ==I 3#JG和

;=A 3#JG，GHI=（KL -）分别为 +KK 3#JG 和 A; 3#JG$不
同生物毒性试验结果一致表明 >!?@ 毒性强于

>!?F毒性 $在各种亚致死效应中，脊柱畸形对 >!?@
暴露最敏感，其 MHI= B KC;+ 3#JG，>!?F暴露最敏感
亚致死性毒理学终点为 KL -孵化，对应 MHI= B %<,
3#JG$
（<）高浓度（ N <+= 3#JG）>!?@染毒损伤动物细
胞膜，导致胚胎细胞自溶，进而凝结死亡，抑制斑马

鱼胚胎原肠胚的形成 $斑马鱼胚胎急性毒性试验方
法对 >!?@毒性较为敏感，可以作为一种指示水中
>!?@污染的生物标志物 $
（%）>!?F和 >!?@暴露均导致胚胎发育延迟，
具有发育毒性 $
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