
摘 要：为探讨斑马鱼胚胎暴露于丙草胺后对斑马鱼仔鱼的致畸效应和致畸机理，研究了斑马鱼胚胎暴露于 0.50、1.00、1.50 mg·L-1

丙草胺染毒液 120 h后仔鱼的畸形表型及比率，并通过检测与畸形器官发育相关的基因表达探讨致畸机理。结果发现，丙草胺暴露
后诱导斑马鱼仔鱼出现心包囊肿、躯干弯曲、游囊关闭等畸形表型，随着暴露浓度的增加，各畸形症状比例增大。1.00、1.50 mg·L-1

暴露组仔鱼心包囊肿率分别为 15.56%（P约0.05）、25.56%（P约0.01），脊柱弯曲率分别为 27.78%（P约0.01）、35.56%（P约0.01）；0.50、
1.00、1.50 mg·L-1暴露组仔鱼游囊关闭率分别为 20%（P约0.05）、37.78%（P约0.01）和 60%（P约0.01）。丙草胺显著降低了心脏发育相关
基因 Tbx2[1.00 mg·L-1（P约0.01）、1.50 mg·L-1（P约0.05）]，骨骼发育相关基因 BMP-2[1.50 mg·L-1（P约0.05）]、BMP-4[1.00 mg·L-1（P约
0.01）、1.50 mg·L-1（P约0.01）]，游囊发育相关基因 shha[1.50 mg·L-1（P约0.05）]、ihha[1.00 mg·L-1（P约0.05）、1.50 mg·L-1（P约0.05）]的表达
水平。研究表明，丙草胺通过影响心脏、骨骼和游囊相关基因的表达引起斑马鱼仔鱼的以上器官发育异常。
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Teratogenic effects of embryonic exposure to pretilachlor on the larvae of zebrafish
LIU Ying, JIANG Lei, PAN Bo, LIN Yong
（Institute of Environment and Plant Protection, Academy of Tropical Agriculture Sciences of China, Haikou 571101, China）
Abstract：To investigate the teratogenic effect and mechanism of abnormality of embryonic exposure to pretilachlor on the larvae of ze原
brafish, the malformation phenotype and abnormality rate of the larvae were studied after embryos were esposed to 0.50, 1.00 and 1.50 mg·
L-1 pretilachlor from 6 h post fertilization（hpf）to 120 hpf, and also the abnormality mechanism was investigated by testing the gene expres原
sion related organ development. The results showed that pretilachlor could induce malformations of larvae, including pericardial cyst,spinal
curvature and uninflated swim bladder, and the percentage of three kinds of abnormalities increased with the increase of exposure dose. The
pericardial cyst rate were 15.56%（P约0.05）, 25.56%（P约0.01）and spinal curvature rate were 27.78%（P约0.01）, 35.56%（P约0.01）respec原
tively after embryo exposed to 1.00, 1.50 mg·L-1 pretilachlor. The uninflated swim bladder rate were 20%（P约0.05）, 37.78%（P约0.01）, 60%
（P约0.01）respectively after embryo exposed to 0.50, 1.00, 1.50 mg·L-1 pretilachlor. mRNA expressions of heart development related gene
Tbx2[1.00 mg·L-1（P约0.01）, 1.50 mg·L-1（P约0.05）], skeleton development related genes BMP-2[1.50 mg·L-1（P约0.05）], BMP-4[1.00 mg·
L-1（P约0.01）, 1.50 mg·L-1（P约0.01）] and swim bladder development related genes shha[1.50 mg·L-1（P约0.05）], ihha[1.00 mg·L-1（P约0.05）,
1.50 mg·L-1（P约0.05）] were reduced significantly after embryos were esposed to pretilachlor . The results deduced that pretilachlor could
induce heart, skeleton and swim bladder developmental anomaly by supressing the mRNA expressions of above-mentioned oragan develop原
ment related gene.
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酰胺类除草剂是 20世纪 60年代开发的一类高

效、高选择性的除草剂，在全球农药品种市场中列第

9位，在各类除草剂中列第 4位，仅排在氨基酸类、磺
酰脲类和其他结构类之后[1]。随着酰胺类除草剂的大
量使用而引起的环境问题日益受到关注：甲草胺被美

国环境保护局归为 B-2类致癌物[2]，同时也是一种环
境内分泌干扰物[3]；乙草胺[4]和丙草胺[5]暴露可引起斑
马鱼胚胎内分泌紊乱、细胞凋亡、氧化应激和免疫毒

性；丁草胺可影响斑马鱼繁殖、扰乱甲状腺激素、性激

素等内分泌物质代谢[6]，同时丁草胺暴露引起斑马鱼胚
胎内分泌紊乱和免疫毒性[7]；异丙甲草胺暴露可影响斑
马鱼胚胎孵化，对胚胎产生致畸效应[8-9]。由于丙草胺
为我国水稻田常用除草剂，研究其对斑马鱼胚胎毒性

具有重要意义。

在斑马鱼胚胎发育过程中，关键基因的变化会导

致心脏、骨骼等器官的发育异常。鞠黎等[10]研究推断
多氯联苯诱导斑马鱼幼鱼脊柱弯曲可能与通过抑制

骨形态蛋白家族相关基因（BMP-2和 BMP-4）的表达
而影响骨骼细胞的正常分化有关，岳东等[11]研究发现
久效磷通过干扰心脏发育相关基因（Tbx2）和肌肉发
育相关基因（Mef2）的表达引起胚胎心率下降和幼鱼
出现包囊肿率和脊柱弯曲等畸形，Winata等[12]发现敲
除对鱼鳔组织分化与形成有决定作用的 shha和 ihha
基因后，能够引起鱼鳔发育缺陷。实验室前期研究发

现斑马鱼胚胎暴露于丙草胺可降低斑马鱼胚胎孵化

率，诱导斑马鱼仔鱼出现心包囊肿、游囊关闭、躯干弯

曲等畸形表型[9]。本实验在此基础上研究丙草胺不同
浓度暴露下各畸形表型的百分比，同时通过产生畸形

的相关器官———心脏、脊椎和游囊发育相关基因的表

达变化来研究丙草胺在分子水平上对斑马鱼胚胎（仔

鱼）相关器官发育的影响，探讨致畸机理。

1 材料与方法

1.1 供试药剂和实验仪器
94%丙草胺原药（山东滨农科技有限公司）、丙酮

（广州化学试剂厂）、吐温-80（国药集团化学试剂有限
公司）。SMZ1000 体视显微镜（日本 Nikon 公司）、
PYX-250Q-C人工培养箱（广东韶关科技试验仪器有
限公司）、斑马鱼水循环养殖系统（Z-A-S4，上海海圣
工贸有限公司）、AUY220万分之一电子天平（日本岛
津公司）。

1.2 斑马鱼胚胎采集
实验所用斑马鱼购于海口市水仙池水族馆，体长

为 2~3 cm，在实验室斑马鱼水循环养殖系统中驯养 2
周后，将雌雄鱼分开驯养 2周用于胚胎采集。成鱼每
日喂食 2次人工饲料，光照/黑暗周期为 14 h颐10 h。试
验前一天晚上关灯前将雌雄鱼按 1颐2 配对放入产卵
缸中，第二天早上 8：00开灯，半个小时后收集胚胎，
经 2次清洗、去掉粪便和凝结的卵后转移至试验用水
中（曝气自来水，硬度 82 mg·L-1，pH 7.52），于（26依1）
益人工培养箱中培养待用。
1.3 斑马鱼胚胎染毒

0.5 g（折百后）丙草胺原药加 1.0 mL丙酮充分溶
解后加 0.8 mL吐温-80助溶，用去离子水定容至 100
mL容量瓶配制成 5000 mg·L-1母液，置于 4 益冰箱中
备用。根据前期研究[9]斑马鱼胚胎半数致畸质量浓度
（120 h）EC50=1.36 mg·L-1，将母液依次稀释成含丙草
胺 0.50、1.00、1.50 mg·L-1进行染毒，所有染毒液中丙
酮的浓度臆0.01%。将 30 mL染毒液转移到直径为
10 cm的培养皿中，每皿中移入受精后 6 h的受精卵
50颗，每处理重复 3次，设置溶剂对照和空白对照
（CK），将培养皿转移到培养箱（26依1益）培养，光/暗周
期为 14 h颐10 h。整个染毒周期为 6~120 hpf（Hour post
fertilization）。上述操作重复 2组，一组用来调查畸形
表型和比例，另一组用作基因表达分析。

1.4 鱼胚胎染毒观察指标
120 hpf染毒结束后，在体式显微镜下观察斑马鱼仔

鱼的畸形表型及采集图像，计算各种畸形表型的比例。

1.5 基因表达分析
随机取不同组斑马鱼胚胎（48、72 hpf）或幼鱼

（120 hpf）各 30枚（条），用 AxyPrep总 RNA小量制备
试剂盒（AXYGEN）进行总 RNA 抽提，提取所得总
RNA用 NanoDrop ND-2000C紫外分光光度计（美国
Thermo Fisher）测定 RNA质量和浓度。等量的总 RNA
（2 滋g）通过 PrimeScriptTM域1st Strand cDNA Synthesis
Kit（TaKaRa）反转录为 cDNA，所有操作均严格按照
试剂盒说明进行。按照 SYBR Premix Ex TaqTM 域（Tli
RNaseH Plus，TaKaRa）试剂盒说明书进行目的基因的
荧光检测，目的基因和内参基因引物序列参考见表

1。使用实时荧光定量 PCR仪（ABI-7500）进行实时定
量 PCR实验，采用两步法进行 real-time PCR反应，
其程序设置为：95 益 30 s；95 益 5 s，60 益 34 s，40 个
循环。QPCR的数据分析采用 2-驻驻CT方法。每次实验设
置 3次 RNA提取重复和 3次 QPCR平行管重复。
1.6 数据处理

将所有的数据求出平均值和标准差（Mean依SE），
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图 2 丙草胺暴露 120 h斑马鱼仔鱼的畸形率
Figure 2 The malformation rate of larvae after zebrafish embryos

exposed to pretilachlor for 120 h

与对照组相比，*P约0.05，**P约0.01。下同
*P约0.05，**P约0.01，compared with the control group. The same blow

使用 SPSS 19.0软件对实验数据进行统计分析，采用
单因素方差分析（One-way ANOVO）中的 LSD（Least
significant difference）对处理组和对照之间差异显著
性进行比较。使用 Origin 8.0软件作图。
2 结果与分析

2.1 胚胎期丙草胺暴露对斑马鱼仔鱼的致畸效应
丙草胺暴露后诱导斑马鱼仔鱼（120 hpf）产生的

畸形表型见图 1。斑马鱼仔鱼出现心包囊肿、游囊关
闭、躯干弯曲等现象，且同一条仔鱼可出现 2~3 种
症状。试验中溶剂对照组斑马鱼仔鱼没有出现致畸

现象。

图 2 显示丙草胺暴露斑马鱼胚胎至 120 hpf，不
同浓度暴露组仔鱼产生畸形表型的百分比。随着暴露

浓度的增加，心包囊肿、脊柱弯曲、游囊关闭症状的严

重程度增加。其中，0.50、1.00、1.50 mg·L-1暴露组仔

鱼心包囊肿率分别为 5.56%、15.56%和 25.56%，与对
照组相比，1.00 mg·L-1暴露组显著升高（P约0.05），1.50
mg·L-1暴露组极显著升高（P约0.01）；0.50、1.00 、1.50
mg·L-1暴露组仔鱼脊柱弯曲率分别为 6.67%、27.78%
和 35.56%，与对照组相比，1.00、1.50 mg·L-1暴露组均
极显著升高；0.50、1.00、1.50 mg·L-1暴露组仔鱼游囊
关闭率分别为 20.00%、37.78%和 60.00%，与对照组
相比，0.50 mg·L-1暴露组显著升高，1.00、1.50 mg·L-1

暴露组均极显著升高。

2.2 丙草胺暴露对斑马鱼心脏、脊椎和游囊发育相关
基因表达的影响

胚胎期丙草胺暴露后斑马鱼仔鱼产生心包囊肿、

脊柱弯曲、游囊关闭症状，因此选取了心脏、脊椎和游

囊发育相关基因来研究丙草胺在分子水平上对斑马

鱼胚胎（仔鱼）相关器官发育的影响（图 3）。结果表
明，丙草胺暴露斑马鱼胚胎至 48 hpf，1.00 mg·L-1暴

A.对照组：脊椎、游囊（SB）；B、C.丙草胺暴露组：心包囊肿（PC）、游囊关闭（USB）、脊椎弯曲（SC）
A.Control groups：Spine，swim bladder（SB）；B，C.Exposed groups：Pericardial cyst（PC），Uninflated swim bladder（USB），Spinal curvature（SC）

图 1 丙草胺暴露 120 h斑马鱼仔鱼的畸形表型
Figure 1 The malformation phenotype of zebrafish larvae after exposure to pretilachlor for 120 h
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表 1 荧光定量斑马鱼相关基因的引物序列
Table 1 Primers used for the quantification of the mRNA

expression by QPCR
基因名称

Name
上下游引物序列

Sequence of forward（FP）and reverse（RP）primers
茁-actin FP 5忆-CGAGCAGGAGATGGGAACC-3忆

RP 5忆-AACGGAAACGCTCATTGC-3忆
Tbx2 FP 5忆-ACGCATGTATGAGGATCAATGTAA-3忆

RP 5忆-AACCTAAGTGGGCTGGAAACC-3忆
BMP-2 FP 5忆-TACAGTGATTCGGGGAGACA-3忆

RP 5忆-CGGGTCATCGTTTTCAGAGT-3忆
BMP-4 FP 5忆-CGTAACATTCGCTTGAGGAG-3忆

RP 5忆-ACGCTTTCTTCTTCCCTTCC-3忆
shha FP 5忆-TGTTTCCCAGGGTTCG-3忆

ihha
RP 5忆-GGGTTCTTGCGTTTC-3忆

FP 5忆-GCTCACGCCGAACTACAA-3忆
RP 5忆-TGCCGTCTTCATCCCAAC-3忆
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露组 Tbx2基因的表达水平极显著降低（P约0.01），1.50
mg·L-1暴露组表达水平显著降低（P约0.05）；丙草胺暴
露斑马鱼胚胎至仔鱼（120 hpf），1.50 mg·L-1暴露组
BMP-2 基因的表达水平显著降低，1.00、1.50 mg·L-1

暴露组 BMP-4基因的表达水平极显著降低；丙草胺
暴露斑马鱼胚胎至 72 hpf，1.50 mg·L-1暴露组 shha基
因的表达水平显著降低，1.00、1.50 mg·L-1暴露组 ih原
ha基因的表达水平显著降低。

3 讨论

研究发现丙草胺暴露斑马鱼胚胎至 120 hpf，斑

马鱼仔鱼出现心包囊肿、脊柱弯曲、游囊关闭等症状，

且随着暴露浓度的增加，畸形表型的严重程度增加，

呈现剂量-效应关系。心包囊肿、脊柱弯曲、游囊关闭
等症状是许多环境化学物质诱导斑马鱼胚胎/仔鱼产
生的畸形表型[11，13-14]，心包囊肿具有不可逆性，一旦形
成就难以自然消失[15]，将造成仔鱼心脏的结构异常和
功能缺失，甚至威胁到斑马鱼的生存[11]。本试验中出
现心包囊肿的仔鱼 2 d内便会死亡。脊椎弯曲会导致
仔鱼游动能力减弱，停留在培养皿底部，最终因缺氧

和影响取食而死。斑马鱼游囊由前后两个组成，后游

囊在受精后 4.5 d开始充气，游囊通过充气和放气来

CK 0.50 1.00 1.50

1.5

1.0

0.5

0
丙草胺浓度/mg·L-1

*
**

心脏相关基因 Tbx2（48 hpf，胚胎）；骨骼相关基因 BMP-2、BMP-4（120 hpf，仔鱼）；游囊相关基因 shha、ihha（72 hpf，胚胎）
heart-related genes Tbx2（48 hpf，embryo）; skeleton -related genes BMP-2, BMP-4（120 hpf，larvae），swimbladder-related

genes shha, ihha（72 hpf，embryo）
图 3 丙草胺暴露后斑马鱼心脏、骨骼和游囊相关基因的表达情况

Figure 3 The expression changes of heart，skeleton，swimbladder-related genes after zebrafish embryos exposed to pretilachlor
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调节鱼体的比重，以控制鱼体内外的水压平衡和身体

沉浮，对于仔鱼的呼吸和取食具有重要意义[16]。研究
发现[17]游囊可以作为化学物质暴露的特定靶标器官，
试验中发现游囊关闭是丙草胺诱导斑马鱼仔鱼出现

的最敏感指标，畸形比率高于其他两种畸形表型，游

囊关闭的仔鱼游动能力减弱而停留在培养皿底部，最

终因缺氧和影响取食而死亡。

T-box 基因家族在脊椎动物心脏发育中起重要
作用，主要作用于脊椎动物的早期心脏谱系决定、心

室特化、房室分隔和胚胎传导系统分化等[18]。其中，
Tbx2基因在房室特异性分化和房室管形成方面发挥
了重要的作用[19]。本研究中丙草胺暴露斑马鱼胚胎至
48 hpf，1.00 mg·L-1暴露组 Tbx2基因的表达水平极显
著降低，1.50 mg·L-1暴露组表达水平显著降低，表明
丙草胺可能通过抑制心脏发育相关基因 Tbx2的表达
来影响心脏的发育，导致斑马鱼仔鱼出现心包囊肿现

象。有关化学物质导致斑马鱼心脏发育毒性的机理研

究很多，心脏发育过程中 Nkx2.5在心脏传导系统、心
房形成等方面起着重要作用[20]，章强等[14]报道低浓度
铜通过下调 Nkx2.5的上游基因 Gata5来调控 Nkx2.5
的表达，从而影响斑马鱼胚胎的心脏发育。Tbx5转录
因子在早期心脏发育，尤其是心房和左心室的发育中

起着关键的作用，Hong等[21]研究发现软骨藻酸（DA）
暴露后斑马鱼心脏发育异常，推断 DA是通过调控
Tbx5影响钙循环相关基因的表达而引起心脏发育毒
性。丙草胺是否通过上述机理来诱导斑马鱼心包囊肿

尚需进一步验证。

骨形态发生蛋白（Bone morphogenetic proteins，
BMPs）是唯一能够单独诱导骨组织形成的局部生长
因子，是骨组织形成过程中最关键的调节因子。在骨

形成早期，BMP-2不仅可使未分化间质细胞向骨形成
中心募集，并分化为骨系细胞，而且可使成纤维细胞、

成肌细胞及骨髓的基细胞逆转分化为骨系细胞 [22]；
BMP-4可促进软骨细胞的分化和发育[23]。本研究发现
丙草胺暴露斑马鱼胚胎至仔鱼（120 hpf），1.50 mg·L-1

暴露组 BMP-2基因的表达水平显著降低，1.00、1.50
mg·L-1暴露组 BMP-4基因的表达水平极显著降低。
这表明丙草胺可能通过抑制 BMP-2和 BMP-4的表
达而影响骨骼细胞的正常分化，造成斑马鱼仔鱼脊椎

弯曲。研究发现 Mef2在骨骼肌、心肌和平滑肌发育过
程中的介导细胞分化中起主要作用，最突出的作用是

控制肌细胞分化过程中的基因转录[24]，岳东等[11]研究
发现，久效磷暴露斑马鱼胚胎可能通过促进 Mef2基

因的表达而导致斑马鱼仔鱼脊柱弯曲。研究表明

MyoD、Myf5可调节骨骼肌的规范和分化[25]，丙草胺是
否通过影响上述基因表达来诱导斑马鱼仔鱼脊椎弯

曲需进一步通过试验验证。shha和 ihha基因对鱼鳔
上皮层、中胚层和外层组织的分化和形成具有决定作

用[12]。本研究发现丙草胺暴露斑马鱼胚胎至 72 hpf，
1.50 mg·L-1暴露组 shha基因的表达水平显著降低，
1.00、1.50 mg·L-1暴露组 ihha基因的表达水平显著降
低，表明丙草胺可能通过抑制 shha和 ihha基因的表
达而影响游囊的正常分化和发育，造成斑马鱼仔鱼游

囊发育畸形。

4 结论

丙草胺暴露斑马鱼胚胎后干扰了心脏、骨骼和游

囊相关基因的表达，引起斑马鱼仔鱼相关器官的发育

异常，进而导致斑马鱼仔鱼出现心包囊肿、游囊关闭、

躯干弯曲等畸形现象。
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