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Abstract：To study the combined toxicity effects of atrazine and fluorene, zebrafishes were used as model organisms to carry out embryo
development exposure experiments, combined toxicity model prediction, and targeted amino acid metabolomics research. The results
showed that abnormal development was observed in zebrafish larvae after 120 h of joint exposure, leading to abnormal embryo yolk sac and
curvature of the spine. The toxic action modes exhibited antagonistic and synergistic effects. Regardless of doses, the dual combined
exposure had a higher risk of toxicity than single exposure. Targeted metabolomic studies found that pollutants mainly affect the amino acid
metabolism of zebrafish larvae by interfering with the metabolism of glycine, serine, threonine, and histidine. The study showed that the
combined exposure of atrazine and fluorene might interfere with physiological functions of zebrafish embryos, such as neural development,
oxidative stress, anti-inflammatory mechanisms, energy metabolism, and immunity and apoptosis mechanisms, which in turn affects growth
and development, with abnormal yolk sac being an indicator of toxicity.
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摘 要：为了研究莠去津和芴的联合毒性效应，以斑马鱼作为模式生物，进行胚胎发育暴露实验、联合毒性模型预测和靶向氨基

酸代谢组学研究。结果表明，在联合暴露 120 h后的斑马鱼仔鱼中均观察到异常发育情况，会引起斑马鱼胚胎卵黄囊异常和脊柱

弯曲，其毒性作用方式分别为拮抗作用和协同作用，且无论低高剂量下，二元联合暴露比单一暴露时毒性风险更高。靶向代谢组

学研究发现，污染物主要通过干扰甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸和组氨酸代谢等途径影响斑马鱼仔鱼的氨基酸代谢。研究表明，莠去

津和芴的联合暴露对斑马鱼胚胎的神经发育、氧化应激、抗炎机制、能量代谢、免疫和细胞凋亡机制等生理功能可能产生影响，进

而影响其生长发育，且卵黄囊异常是较为敏感的毒性指标。
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近年来，随着经济的发展和工业化进程的加快，

工、农、畜牧、水产等行业中人类活动的加剧使得水体

中涌现了大量新型有机污染物。水是生命之源，水体

中的污染物通过长距离迁移和食物链富集作用最终

将会进入人体，对人体健康造成极大的威胁，已经成

为研究重点[1]。
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莠去津是一种三嗪类除草剂，在 20世纪 50年代

投入商业化，目前已经成为世界上第二大消费使用的

除草剂[2]。由于其用量大、具有中等水溶性且对土壤

吸附性低，通常残留于水环境中[3]，已经在世界各地

的水体中被发现。20 世纪 70 年代对灌溉尾水回收

坑内的土壤及水检测发现，莠去津残留相较于其他农

药更频繁、更持久，其中在水中检测到的最大含量为

1 074.1 mg·L-1[4]，相关调查显示，发展中国家比发达国

家地表水中的莠去津浓度更高[5]。莠去津具有发育

毒性、内分泌和抗氧化系统干扰效应，以及生殖毒性

等，会诱导大鼠的红细胞氧化损伤[6]，引起斑马鱼胚

胎谷胱甘肽 S-转移酶（GST）活性增强[7]，引起胎鼠[8]、

美洲蟾蜍、林蛙及非洲爪蟾幼体[9]生长发育迟缓，降

低斑马鱼卵的孵化率[10]，诱导仔鼠的下丘脑以上神经

元损伤等[11]。多环芳烃（PAHs）是一类稠环芳香族化

合物，广泛存在于石油、煤炭中，目前也是水体中一类

典型的持久性有机污染物。多环芳烃难以降解，具有

远距离迁移性和生物积累性[12]，其中芴（Flu）是美国

环保总局优先控制的 16种多环芳烃之一。我国水体

环境中检出率较高的多环芳烃是芴、萘、菲，其中再生

水中芴检出量最高[13]。芴目前已被证实具有神经毒

性、抗氧化酶系统干扰效应等，会影响 SOD、CAT的活

性从而严重影响斑马鱼抗氧化酶系统[14]，导致斑马鱼

非极性麻痹作用，细胞中毒并失去活性[15]，同时，芴及

其代谢物会到达大鼠脑室，引起大鼠产生焦虑等行为

障碍[16]。

斑马鱼成本低、繁殖周期短、胚胎透明且发育同

步，与人类基因组具有高度同源性，具有敏感的发育

阶段，已成为毒理学研究中重要的模型生物[17]。在开

展斑马鱼相关研究时，代谢组学技术通过研究生物机

体整体代谢情况的变化，在解释低剂量环境污染物对

生物体响应机制方面发挥了重要作用[18]。水体环境

中的污染物通常以混合物形式存在，多环芳烃和三嗪

类除草剂作为水体中常见的有机污染物，其混合污染

情况已经受到了人们的重视[19]。与单一污染物相比，

混合污染物可能导致生物体内更复杂的毒性加和、协

同增强等相互作用[20]，而目前针对莠去津和芴等水体

污染物的联合毒性研究相对较少。因此，本文研究了

莠去津和芴对斑马鱼胚胎的联合毒性，利用模型预测

污染物在表型异常上联合作用方式，并基于靶向代谢

组学技术，探讨其对氨基酸代谢的扰乱影响，筛选毒

性敏感代谢物，从而解析污染物对斑马鱼胚胎的毒性

机制，以期为评估水体混合污染风险和水产品质量安

全监测预警提供科学依据。

1 材料和方法

1.1 斑马鱼胚胎的获得与培养

控制野生AB型雌雄斑马鱼成鱼（购自国家斑马

鱼资源中心，China Zebrafish Resource Center，CZRC）
的日夜节律：昼 14 h，夜 10 h，采卵前一天 20：00—
21：00 点将雌雄斑马鱼成鱼隔开，次日上午 8：00—
9：00点使性成熟的雌雄斑马鱼成鱼以 1∶1比例自然

交配，受精后 3 h时，收集受精卵并用胚胎培养液清

洗，选择处于同一发育阶段且发育正常的胚胎置于培

养液中，于28.5 ℃的条件下恒温控光培养，待后续实验

研究。胚胎培养液为净化水，其理化性质为：温度（28±
1）℃，pH 7.0±0.1，硬度 75~200 mg·L-1，电导率（500±
1）µS·cm-1。

1.2 试剂与仪器

莠去津和芴标准品（纯度≥98％）购自天津阿尔

塔科技有限公司，由于暴露于 0.1％二甲基亚砜

（DMSO，纯度 99.9%，购自北京百灵威科技有限公司）

不会影响实验结果，因此将莠去津和芴溶于 DMSO
中，配制为 25 000 mg·L-1的储备溶液，-20 ℃避光储

存，用胚胎培养液稀释该储备液以获得系列浓度污染

物暴露溶液。甲醇（Fisher，色谱级）购自北京化标源

科技有限公司。甲基纤维素（Sigma-Aldrich）购自北

京雁栖湾生物技术有限公司。

实验仪器包括显微镜（SZX2-ILLT，奥林巴斯，日

本）、人工气候箱（RXM智能型，宁波江南仪器厂，中

国宁波）、液相色谱-三重四极杆/线性离子阱质谱仪

（QTRAP 6500+，美国 SCIEX公司）、高速冷冻离心机

（ST 16R，美国 ThermoFisher 公司）、多管涡旋振荡仪

（SCDEALL VX-III，北京踏锦科技有限公司）、超声仪

（昆山超声仪器有限公司）、超声波仪（Q800R3，美国

Qsonica公司）。

1.3 斑马鱼胚胎的暴露

于 6孔板中加入 3 mL胚胎培养液，每孔加入 30
个斑马鱼胚胎，加入 3 μL不同浓度污染物暴露溶液

（保证 DMSO 浓度小于 0.1%）；另设置添加胚胎培养

液、0.1% DMSO 的处理组，分别为空白对照组、溶剂

对照组，每个处理设置 3个平行重复。根据预实验结

果，莠去津和芴对斑马鱼胚胎的 120 h-LC50（半致死

浓度）分别为 11.90 mg·L-1和 15.07 mg·L-1，单一暴露

溶液浓度设置为 1/16LC50、1/8LC50、1/4LC50、1/2LC50和

LC50（表 1）。持续培养 120 h，每 24 h观察并记录斑马
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鱼的死亡情况以及斑马鱼胚胎的组织病变情况，移除

死鱼和脱落的胚胎膜；培养结束后，用甲基纤维素凝

胶将仔鱼固定在玻璃片上，用照相显微镜观察统计斑

马鱼的死亡情况及各组织器官发育情况。

1.4 靶向氨基酸代谢组学分析

样品前处理方法参考文献[21]，并在此基础上进

行优化。收集 20 条处理 120 h 后的斑马鱼仔鱼至 2
mL冻存管中，用胚胎培养液清洗 3遍，吸干水分，用

液氮快速冷冻后，放置于-80 ℃环境下保存，每个处

理组设置 6个平行处理。样品解冻后，加入 180 μL预

冷的甲醇水混合溶液（体积比为 10∶8），0 ℃下进行超

声波破碎处理，然后加入 300 μL甲醇和 280 μL超纯

水，涡旋振荡 1 min，使目标物充分溶出。加入 400 μL
二氯甲烷，除去脂肪和其他脂溶性杂质。超声提取

10 min，在 4 ℃、10 000 r·min-1转速下离心 10 min，取
上清液过 0.22 mm滤膜，上机检测。本实验采用的仪

器方法参考文献[22]。
1.5 数据处理

实验数据使用 SPSS 17.0软件处理，组间采用单

因素方差（ANOVA）分析，组内采用 Tamhane′ s T2检

验，显著性水平为 P<0.05，数据表示为平均值±标准

偏差。使用Origin 9.0进行热图绘制、非线性拟合计

算污染物的受试动物半数产生效应变化的浓度

（EC50）等。分别采用药物相互作用研究中常用的浓

度相加（CA）法、毒理作用（IA）法和联合指数（CI）法 3
种模型对莠去津和芴二元联合效应进行预测和拟合

优度估计。CA模型基于混合成分具有相同或相似的

作用位点和作用模式（MOA），近年来，已在混合物对

生态环境和人类健康风险评估中广泛应用[23]。IA模

型则适用于具有不同 MOA 的二元混合物[24]。CA模

型和 IA模型均假设混合物组分之间无相互作用，而CI
模型则不依赖于MOA，可以定性地评估混合物之间的

相互作用，并定量地评估相互作用的程度，因而被广泛

用于联合毒性研究，CI等于 1、小于 1和大于 1分别表

示加和作用、协同作用和拮抗作用[25]。在医学上，剂量

减少指数（DRI）表示为了达到相同作用水平，联合使

用两种药物相比单独使用时每种药物剂量减少的倍

数，DRI值越大，剂量减少越多[26]。使用CompuSyn软

件计算CI值和DRI值。使用 SIMCA-P 14.1进行多元

数据统计分析和差异代谢物的筛选[变量重要性投影

（VIP）>1，P<0.05]。使用 MetaboAnalyst（https：//www.
metaboanalyst.ca）在线软件进行代谢通路分析。

2 结果与分析

2.1 莠去津和芴对斑马鱼胚胎的毒性比较

受精后 3 h的斑马鱼胚胎分别暴露于莠去津和芴

120 h后，仔鱼出现了组织器官发育异常情况，均能观

察到卵黄囊异常（主要表现为卵黄囊吸收延迟/水肿）

和脊柱弯曲异常（图 1）。根据异常发生率与暴露溶液

浓度的非线性拟合，计算出莠去津对斑马鱼仔鱼120 h
卵黄囊异常和脊柱弯曲的EC50分别为 12.39 mg·L-1和

23.43 mg·L-1，芴为 3.10 mg·L-1和 13.89 mg·L-1。由此

可见，这两个毒性指标中，在低浓度即有较强毒性效应

的卵黄囊异常更为敏感，且芴的毒性明显高于莠去津。

分别以莠去津和芴对斑马鱼仔鱼产生卵黄囊异

常和脊柱弯曲的 1/8EC50、1/4EC50、1/2EC50、EC50、2EC50
浓度混合两种污染物（表 2），并暴露处理受精后3 h斑
马鱼胚胎 120 h后观察发现，随着二元混合物浓度的

增大，两个毒性指标的发生率均增加（图 2）。在中低

浓度下，联合暴露引起仔鱼卵黄囊异常的发生率显著

高于脊柱弯曲，而在高浓度下情况则相反。这表明在

中低浓度下，卵黄囊异常是更为敏感的联合毒性指标。

2.2 莠去津和芴的联合作用方式

利用模型预测不同浓度下二元混合物引起的斑

污染物Pollutant
莠去津

芴

1/16LC50

0.74
0.94

1/8LC50

1.49
1.88

1/4LC50

2.98
3.77

1/2LC50

5.95
7.54

LC50

11.90
15.07

表1 单一暴露时莠去津和芴暴露溶液浓度（mg·L-1）
Table 1 Concentrations of atrazine and fluorene exposed to a

single exposure（mg·L-1）

图1 受精3 h后正常、卵黄囊吸收延迟、脊柱弯曲的

斑马鱼仔鱼

Figure 1 Zebrafish larvae with normal fertilised after 3 h，delayed
yolk sac absorption，curved spine

A.正常的斑马鱼仔鱼

C.脊柱弯曲

B.卵黄囊吸收延迟

S

Y

S

Y

S为脊柱S indicates spine，Y为卵黄囊Y indicates yolk sac

2088



王北南，等：莠去津和芴对斑马鱼胚胎的联合毒性效应研究2021年10月

www.aes.org.cn

马鱼胚胎异常率，并与实际试验观察值进行比较，结

果见图 3。由图可知，不同模型针对混合物预测评估

能力具有一定差异，CI模型的剂量-效应关系与实际

试验观察值较为吻合，预测能力优于 CA和 IA模型，

因此本研究选用CI模型对莠去津和芴的联合作用方

式进行预测。

总体而言，CI值随着混合物浓度的升高而增大

（图 4），表明毒性效应不断增强。对于卵黄囊异常，

CI 值随着浓度增加由小变大，当混合浓度为 0.489
mg·L-1、效应为 20% 时，CI=1，此后混合浓度再增大

时，联合作用由协同转为拮抗作用。而对于脊柱弯

曲，CI值变化趋势则相反，由拮抗作用转变为协同作

用，当混合浓度为 13.495 mg·L-1、效应为 35%时，CI=

图3 利用CA、IA和CI模型预测莠去津和芴二元混合物引起斑马鱼胚胎卵黄囊异常和脊柱弯曲的

浓度效应曲线及实际试验观察值

Figure 3 Using CA，IA and CI models to predict zebrafish embryos caused by a binary mixture of atrazine and fluorene
concentration-effect curve of abnormal yolk sac and curvature of the spine，and actual experimental observation value

表2 联合暴露时莠去津和芴的浓度（mg·L-1）

Table 2 Concentrations of fluorene and atrazine in binary mixed
exposure solution（mg·L-1）
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图2 莠去津和芴对斑马鱼仔鱼的联合毒性

Figure 2 Combined toxicity of fluorene and atrazine to zebrafish larvae
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1。可见高剂量水平下，二元混合物引起脊柱弯曲的

风险加剧。

通过联合毒性作用的效应，即受影响分数（Fa）与

剂量减少指数（DRI）绘制相互作用中值图（图 5），发

现对于联合暴露引起的卵黄囊异常和脊柱弯曲，分别

当 Fa<0.2和 Fa>0.3时，莠去津和芴的所有 lg（DRI）值

均大于 0（图 5），即二元混合暴露比单一暴露在更低

的剂量即可导致同样的毒性效应。随着卵黄囊异常

效应的减小或脊柱弯曲效应的增加，莠去津和芴的

DRI 值都显著提高，表明不管是低剂量还是高剂量

下，二元混合物都比单一作用时毒性风险更高。

2.3 靶向氨基酸代谢组学分析

对空白对照组、莠去津和芴单一暴露组（1/2LC50）

以及联合暴露组（按 1/2LC50毒性单位 1∶1混合二元污

染物）的斑马鱼仔鱼中 22种氨基酸进行分析（图 6），

首先通过主成分分析（PCA）得到 PCA-X 得分图，结

果显示处理组和空白对照组之间分布均可完全分开，

表明污染物的暴露处理在氨基酸代谢水平上对斑马

鱼仔鱼产生了一定影响。然后使用正交偏最小二乘

判别法（OPLS-DA）分析，由 OPLS-DA 得分图可知，

暴露组与对照组空间分布差异更大，且莠去津单一暴

露组、联合暴露组与对照组的分离情况更好，说明二

者联合可能对斑马鱼仔鱼的氨基酸代谢有更大的干

扰。由单一以及联合暴露组、空白对照组的 22种氨

基酸代谢物热图（图 7）可知，暴露处理引起了部分氨

基酸代谢物的含量改变，两个污染物单一暴露之间存

在一定差异。与空白对照组相比，莠去津单一暴露和

联合暴露主要引起了斑马鱼仔鱼氨基酸代谢物的上

图4 基于 CI 指数模型分析得出的联合毒性强度及性质

Figure 4 Combined toxicity strength and type based on the CI index model

图5 莠去津与芴相互作用中值图

Figure 5 Median graph of the interaction between atrazine and fluorene
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调（L-正缬氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、丙氨酸、苏氨

酸、丝氨酸、半胱氨酸、组氨酸、甘氨酸、蛋氨酸、精氨

酸），而芴单一暴露则主要引起部分氨基酸下调（L-
正缬氨酸、L-正亮氨酸、γ-氨基丁酸、天冬酰胺、天冬

氨酸、酪氨酸、谷氨酸、丙氨酸、苏氨酸、半胱氨酸、精

氨酸）。

为了筛选出能更好地反映污染物影响的差异代

谢物，将对照组分别与暴露组进行比较，在OPLS-DA

分析结果中筛选 VIP>1.0 且 P<0.05 的差异代谢物。

与对照组相比，莠去津单一暴露后的斑马鱼仔鱼出现

了 9种发生显著性变化的代谢物，包括天冬酰胺、半

胱氨酸、丝氨酸、蛋氨酸、精氨酸、组氨酸、丙氨酸、苯

丙氨酸和正缬氨酸；芴单一暴露后筛选到甘氨酸、色

氨酸、蛋氨酸、γ-氨基丁酸、谷氨酸、丙氨酸、酪氨酸、

天门冬氨酸、组氨酸、天冬酰胺、一磷酸腺苷和苏氨酸

12种差异代谢物；联合暴露后筛选出苯丙氨酸、缬氨

图6 莠去津、芴单一以及联合暴露组和空白对照组的斑马鱼仔鱼氨基酸PCA-X得分图

Figure 6 Amino acid PCA-X scores of zebrafish larvae of atrazine，fluorene single，combined exposure group and blank control group

图7 莠去津、芴单一以及联合暴露组和空白对照组的斑马鱼仔鱼22种氨基酸代谢物热图

Figure 7 Heat map of 22 amino acid metabolites in zebrafish larvae of atrazine，fluorene single，combined exposure group and blank control group
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图8 暴露组斑马鱼仔鱼差异代谢物的代谢通路分析

Figure 8 Metabolic pathway analysis of differential metabolites in zebrafish larvae of exposure group

a1：苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成；b1：苯丙氨酸代谢；c1：半胱氨酸和蛋氨酸的代谢；d1：甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸的代谢；e1：组氨酸代谢；
f1：氨酰基-tRNA的生物合成；a2：丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢；b2：苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成；c2：D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢；

d2：组氨酸代谢；e2：甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸的代谢；f2：精氨酸生物合成；a3：苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成；b3：苯丙氨酸代谢；
c3：D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢；d3：谷胱甘肽代谢；e3：乙醛酸和二羧酸的代谢；f3：氨酰基-tRNA的生物合成

a1：biosynthesis of phenylalanine，tyrosine and tryptophan；b1：phenylalanine metabolism；c1：cysteine and methionine metabolism；d1：glycine，serine and
threonine metabolism；e1 ：histidine metabolism；f1：aminoacyl-tRNA biosynthesis；a2：alanine，aspartame metabolism of acid and glutamate；

b2：biosynthesis of phenylalanine，tyrosine and tryptophan；c2：D-glutamine and D-glutamate metabolism；d2：histidine metabolism；e2：glycine，serine
and threonine metabolism；f2：arginine biosynthesis；a3：phenylalanine，tyrosine and tryptophan biosynthesis；b3：phenylalanine metabolism；
c3：D-glutamine amide and D-glutamic acid metabolism；d3：glutathione metabolism；e3：glyoxylic acid and dicarboxylic acid metabolism；

f3：aminoacyl-tRNA biosynthesis
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酸、甘氨酸、谷氨酸、一磷酸腺苷和酪氨酸 6种差异代

谢物。进一步进行代谢通路分析（图 8），发现污染物

暴露均影响了苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合

成；单一暴露均影响了甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸和组氨

酸代谢。莠去津单一暴露和联合暴露均影响了苯丙

氨酸代谢和氨酰基-tRNA的生物合成；芴单一暴露和

联合暴露均影响了 D-谷氨酰胺和 D-谷氨酸代谢。

除此之外，莠去津单一暴露还影响了半胱氨酸和蛋氨

酸的代谢；芴单一暴露还影响了丙氨酸、天冬氨酸、谷

氨酸代谢和精氨酸生物合成；联合暴露还影响了谷胱

甘肽、乙醛酸、二羧酸的代谢。

3 讨论

本研究对水体中典型有机污染物莠去津和芴对

斑马鱼胚胎的联合毒性进行了探索。研究结果表明，

当受精后 3 h斑马鱼胚胎单一暴露于莠去津或芴 120
h后，均观察到明显的卵黄囊吸收延迟、水肿和脊柱

弯曲等异常发育情况，因此选择这两个毒性终点进行

后续的联合毒性研究。卵黄是斑马鱼开始进食前的

营养来源，而卵黄囊异常（如水肿）是斑马鱼发育毒性

筛查中常见的指标，包括多环芳烃在内的多种有毒物

质已被证明可引起斑马鱼胚胎的卵黄囊水肿[27]。卵

黄囊水肿可能是由水渗透屏障失衡引起的[28]，而水渗

透调节由鳃和消化系统维持[29]，卵黄囊吸收延迟表明

斑马鱼在营养吸收方面出现问题，这可能造成进一步

的生长发育阻滞等干扰，相似的现象也在非洲爪蟾和

受精后 72 h斑马鱼胚胎中被观察到[15，30]。脊柱弯曲

可能是由骨骼发育不良或神经系统被破坏引起的，且

通常会导致斑马鱼运动受损[31]。卵黄囊异常是中低

浓度下二元联合暴露更为敏感的联合毒性指标，说明

莠去津和芴的毒性可能干扰斑马鱼胚胎的鳃和消化

系统的生长发育，进而造成其他发育畸形。

本研究发现，CA和 IA模型的预测值均高于实验

值，表明莠去津和芴之间可能存在相互作用。CI指
数随二元混合物浓度的变化在两个毒性指标上呈现

不同的趋势，在低剂量水平下，二元混合物倾向于引

起卵黄囊异常，高剂量水平下则倾向于引起脊柱弯

曲。在相同类型的毒性指标上，莠去津和芴的作用是

不同的，因此，当二者以一定的浓度比例混合时，它们

可能会相互作用。随着混合暴露剂量的增加，卵黄囊

异常毒性作用由协同转为拮抗，而脊柱弯曲毒性则出

现相反的趋势，可见不同剂量下的联合毒性作用表现

形式不同。污染物间的联合作用方式往往比较复杂，

例如，有研究表明，同样是典型水体污染物的全氟辛
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酸和全氟辛烷磺酸表现出更加复杂的相互作用，从协

同作用转变为拮抗作用，最后又转变为协同作用[32]。

当多种农药残留污染共同产生“1+1>2”的协同作用

时，混合污染物的生态毒理效应和风险评估更应当引

起重视，其复杂的毒性机理也有待深入研究。

靶向氨基酸代谢组分析结果表明，莠去津和芴的

单一和联合暴露均对斑马鱼仔鱼的氨基酸代谢产生

了一定干扰，造成部分氨基酸上调或下调。在 22种

氨基酸中筛选出差异代谢并进行代谢通路分析，发现

联合和单一暴露对代谢通路的影响也有异同。其中，

单一污染物暴露均影响了甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸和

组氨酸代谢，这可能反映了斑马鱼仔鱼体内的氧化应

激、磷脂的合成、能量代谢及抗炎反应受到一定影响。

莠去津单一暴露和联合暴露处理还影响了氨酰基-
tRNA的生物合成，说明细胞合成蛋白质的功能可能

受损。芴单一暴露和联合暴露均影响了D-谷氨酰胺

和D-谷氨酸代谢，谷氨酸是一种重要的神经递质，并

参与谷氨酰胺的合成，而谷氨酰胺具有免疫调节和提

高抗氧化能力的作用[33]，因此谷氨酰胺和谷氨酸代谢

受干扰可能会影响斑马鱼仔鱼神经系统和免疫系统

发育。另外，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的合成在联

合和单一暴露后均受到干扰，这 3种芳香族氨基酸参

与斑马鱼的神经发育，苯丙氨酸是酪氨酸的前体物

质，而酪氨酸和色氨酸是多种神经递质的前体，如多

巴胺、五羟色氨酸、血清素和褪黑素，它们的代谢紊乱

会影响神经递质的传递[34-35]，因此苯丙氨酸、酪氨酸

和色氨酸的合成受干扰引起的神经系统受损可能是

斑马鱼仔鱼出现脊柱弯曲的原因。除此以外，莠去津

单一暴露还影响了半胱氨酸和蛋氨酸的代谢，表明斑

马鱼仔鱼的机体防御机制和细胞凋亡机制可能受到

影响；芴单一暴露还影响了丙氨酸、天冬氨酸、谷氨酸

代谢和精氨酸生物合成，可能反映斑马鱼仔鱼体内氧

化应激受到影响，神经元、免疫和激素合成受损；联合

暴露还影响了谷胱甘肽、乙醛酸、二羧酸的代谢等途

径，表明联合暴露可能使斑马鱼仔鱼氧化应激、能量

代谢等生理功能受到干扰。这些因素可能是莠去津

和芴造成斑马鱼仔鱼出现卵黄囊异常和脊柱弯曲等

异常的原因，但由于相关代谢物功能上的复杂性，其

联合毒性作用机制还需进一步研究。

4 结论

（1）莠去津和芴单一暴露 120 h后均会引起斑马

鱼仔鱼的卵黄囊异常和脊柱弯曲，其中卵黄囊异常这

一指标更为敏感，且芴的毒性明显高于莠去津。

（2）二元混合暴露在引起卵黄囊异常和脊柱弯曲

中分别呈现出拮抗作用和协同作用，中低浓度下卵黄

囊异常可能是联合毒性的敏感指标，而高剂量水平下

引起脊柱弯曲的风险更高。无论低剂量还是高剂量，

二元混合物都比单一作用时毒性风险更高。

（3）靶向氨基酸代谢组分析及氨基酸差异代谢物

的筛选和通路分析结果表明，污染物暴露干扰了斑马

鱼仔鱼甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸和组氨酸代谢等途径，

表明其神经发育、氧化应激、抗炎机制、能量代谢、免

疫和细胞凋亡机制等生理功能可能受到干扰，进而影

响了生长发育。
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