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Abstract：To use transgenic zebrafish in research on the immunotoxicity of environmental pollutants, transgenic zebrafish Tg（lysC：

DsRed2）-Lyz fish was modelled, and zebrafish embryo development technology and quantitative real-time RT-PCR（Reverse Transcrip⁃
tion-Polymerase Chain Reaction）technology were carried out in this study. The immunotoxicity of cadmium and its toxic mechanism were
discussed. The results showed that the incubation of transgenic zebrafish embryos could be significantly inhibited by 0.01 µmol·L-1 CdCl2
（P=0.013）. When the exposure concentration increased to 0.1 µmol·L-1, 24 h blood flow disorder and 52 h hatch inhibition were both
greatly enhanced in the fish embryo, and these toxic effects were significantly dose dependent. The level of neutrophils that were labelled
with lysozyme（lysozyme C, lyz）in zebrafish larvae was increased upon 0.01 µmol·L-1 CdCl2 exposure, and the neutrophils tended to aggre⁃
gate in the fish liver. The mechanism of immunotoxicity was related to the induction of the expression of the metallothionein related gene
（dMT）and inflammation related genes（serp, tnf）, and the inhibition of the expression of cancer related genes（ccgn1, chk2, p53）. There⁃
fore, the transgenic zebrafish Tg（lysC：DsRed2）-Lyz fish could play important roles in the evaluation of the immunotoxicity of heavy metal
pollutants.
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摘 要：为开发转基因斑马鱼技术在环境污染物免疫毒性研究中的应用，以转基因斑马鱼Tg（lysC：DsRed2）-Lyz fish为模型，利用

斑马鱼胚胎发育技术和定量实时RT-PCR技术，探讨了 Cd对斑马鱼仔鱼的免疫毒性及其作用机制。结果表明，0.01 µmol·L-1

CdCl2即可显著抑制转基因斑马鱼胚胎的孵化（P=0.013），当暴露浓度增大到 0.1 µmol·L-1时，斑马鱼胚胎 24 h血流障碍和 52 h孵

化抑制这两个毒性效应都大幅增强，且剂量-效应关系显著。0.1 µmol·L-1 CdCl2使得溶菌酶（lysozyme C，lyz）标记的斑马鱼仔鱼

体内中性粒细胞数量增多，且趋向肝脏部位聚集。免疫毒性的作用机制与斑马鱼仔鱼体内金属硫蛋白相关基因（dMT）和炎症

相关基因（serp、tnf）表达的诱导，以及癌症抑制相关基因（ccgn1、chk2、p53）表达的抑制有相关性。研究表明，转基因斑马鱼

Tg（lysC：DsRed2）在重金属污染物免疫毒性评价中具有重要意义。
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随着工业及社会的快速发展，水体重金属污染已

经成为全球范围内最严重的环境问题之一[1]。由于

工业废水的违法排放，造成镉、砷、汞等多种重金属离

子进入水体[2]。重金属具有富集性并且难以自然降

解，在水体中积累到一定限度就会对水体-水生植

物-水生动物系统造成严重危害，并可能通过食物链

直接或者间接影响到人类自身健康[3-4]。水体中重金

属污染物通常以很低浓度水平存在[5-6]。近年来，大

量基于鱼类、蚤类、藻类及处于不同营养级的微生物

的毒性测试方法开始建立并迅速发展，为水体环境中

低浓度污染物的毒性生物测试提供了可能[7]。但是

以上这些方法都存在实验周期长、操作复杂的缺点。

斑马鱼（Danio rerio）是环境毒理学中常用的标准生物

模型[8]，与人类基因组相比其基因的保守性约为87%。

转基因斑马鱼技术检测方法在此基础上进一步发展，

该检测技术快捷简单，可在活体上直接进行，因此能

够观察到某一个体在环境污染物的干扰下整个连续

生命周期的发展变化，从而可以为水环境污染检测提

供更快速、直观的证据，弥补了传统水质毒性评价方

法的不足[9]。

免疫毒性是重金属毒性作用机制的一个重要方

面。如重金属镉对动物机体具有广泛的损伤作用，尤

其是免疫系统[10]。在哺乳动物及鱼类血液的非特异

性细胞免疫系统中，中性粒细胞都起着十分重要的作

用，当发生炎症时，中性粒细胞会被诱导和迁移到感

染部位[11-12]。利用溶菌酶（lysozyme C，lyz）标记转基因

斑马鱼 Tg（lysC：DsRed2）-Lyz fish血液中的中性粒细

胞，如果斑马鱼受外源化合物影响导致体内发生炎症

反应，中性粒细胞则会迁移到该部位，表征为荧光量

表达增强，进而可以便捷地找出炎症相关的靶器官。

邹玉[13]在研究中也发现不同浓度的内毒素（LPS）会诱

导斑马鱼 Tg（lfap：EGFP；lyz：DsRED2）红色荧光标记

的中性粒细胞和巨噬细胞向肝脏部位迁移聚集。本

研究以转基因斑马鱼 Tg（lysC：DsRed2）-Lyz fish为模

型，以重金属镉为研究对象，拟建立速度快、特性强的

重金属免疫毒性检测技术，进而为环境中重金属的免

疫毒性健康风险和生态风险提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本试验中氯化镉（CdCl2）为分析纯，购于 Sigma-
Aldrich公司。称取一定量的粉末溶于重组水中，稀

释到需要的浓度。根据水体环境中重金属的实际浓

度和预试验结果，本试验中CdCl2的暴露浓度为 0（空

白对照）、0.01、0.1、1 µmol·L-1。

实验室自培育成年野生斑马鱼和转基因斑马鱼

Tg（lysC：DsRed2）-Lyz fish，雌雄比 1∶2，每日喂食活卤

虫芽苗（Aremiamauplii，World Aquafedds，USA）1 次，

于（26±1）℃光照/黑暗（14 h/10 h）周期条件下培养 1
个月，开始采集鱼卵。饲养用水经生物过滤器过滤并

充分曝气，pH值保持约8.0。
1.2 试验方法

1.2.1 毒性暴露

将转基因斑马鱼种鱼 Tg（lysC：DsRed2）-Lyz fish

与野生型斑马鱼种鱼进行杂交，得到斑马鱼鱼卵。在

24孔细胞培养板中加入一定浓度的上述溶液，并于

每孔中加入 2 mL试液和 1枚经过挑选发育良好的受

精卵，进行零时（卵产出并受精1 h内，0 hpf）染毒。人

工气候箱培养 6 d后，观察致死和中毒反应，培养过

程中每 2 d更换一次溶液。胚胎发育期间的毒性观

察指标有 24 h血流障碍（显微镜下未观察到有血液

流动作为血流障碍判断标准）、52 h死亡数（以无心

跳作为死亡判断标准）和 52 h孵化抑制（以未破胚胎

绒毛膜作为孵化抑制的判断标准）。实验设置 3 个

平行。

培养到第 6 d，在荧光显微镜下筛选各暴露组具

有荧光表达的斑马鱼幼鱼，并将其进行麻醉、固定成

相同的姿势，利用荧光显微镜（ZEISS Axiovert 200M）

观察幼鱼中荧光表达，并利用数码相机（ZEISS，Axioc
Cam HRC）在相同放大倍数和曝光时间下拍照记录荧

光表达量。每个暴露浓度和空白对照组记录 10条转

基因斑马鱼的荧光量。

1.2.2 相关基因表达分析

根据毒性暴露结果，将 0.1 µmol·L-1 CdCl2溶液加

入到 10 cm玻璃表面皿中，每孔加入 20 mL试液和 50
枚挑选过的发育良好的杂交斑马鱼鱼卵，在人工气

候箱培养 6 d后，每暴露组取 1个表面皿中所有仔鱼

样品作为 1 个样本，用液氮冷冻，于 1.5 mL 离心管

中-20 ℃冷冻保存。试验设置空白对照组。总RNA
利用 Trizol（Invitrogen Life Technologies，Carlsbad，CA，

US）方法提取，通过测定OD值和 1%的琼脂糖凝胶电

泳鉴定RNA的浓度和质量。根据课题组前期研究结

果[14]，选择斑马鱼金属硫蛋白相关基因（zMT、dMT）、

炎症相关基因（serp、tnf）和癌症相关基因（ccgn1、

chk2、p53）作为研究对象，以 β-Actin基因为内参，采

用 Primer 5.0软件设计引物，具体功能与扩增引物序
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列如表 1所示。按照常规方法取 3 μg上述总RNA反

转录成 cDNA，利用LightCycle 480（Roche Applied Sci⁃
ence）设备及配备的试剂盒（Roche Applied Science）
进行实时定量 RT-PCR 分析。每个样品均设置 4个

平行，2-ΔΔCT方法计算相对表达量，最终结果用暴露组

基因表达量相对空白组基因表达量比例的形式表示。

1.3 统计分析

胚胎发育各个毒性指标和基因表达量的最终结

果以平均值±s.d. 的形式表达，以 SPSS 19.0（SPSS，
Inc.，Chicago，IL，USA）软件作图。对照组与各暴露组

间的差异用 student-t进行检验，P<0.05表示组间有显

著差异，P<0.01表示组间有极显著差异。

2 结果与分析

2.1 CdCl2暴露对转基因斑马鱼胚胎发育的影响

与空白实验组相比，CdCl2对转基因斑马鱼胚胎

发育主要有 24 h血流障碍、52 h死亡数和 52 h孵化抑

制 3个毒性效应。如图 1所示，0.01 µmol·L-1 CdCl2即
可显著抑制转基因斑马鱼胚胎的孵化（P=0.013）。随

着暴露浓度的增大，斑马鱼胚胎 24 h血流障碍和 52 h
孵化抑制这两个毒性效应都显著增强，其中CdCl2在
52 h 孵 化 抑 制 指 标 的 EC50 为 0.05 µmol · L-1（R2=
0.991）。当 CdCl2的浓度高达 1 µmol·L-1 时，斑马鱼

胚胎的死亡率显著增大到12.5%（P=0.025）。

2.2 CdCl2暴露对转基因斑马鱼免疫毒性的影响

转基因斑马鱼 Tg（lysC：DsRed2）-Lyz fish利用溶

菌酶标记了斑马鱼血液中的中性粒细胞，不同浓度

CdCl2暴露下 Lyz fish仔鱼中的中性粒细胞荧光量表达

及其分布如图2所示。

0.01 µmol·L-1 CdCl2诱导下的斑马鱼仔鱼血管内

荧光表达量高于空白对照组，表示斑马鱼仔鱼血管内

的中性粒细胞数量增多。0.1 µmol·L-1和 1 µmol·L-1

CdCl2暴露下，不仅斑马鱼仔鱼血管内荧光表达量进

基因功能
Gene function
内参基因

Reference gene
金属硫蛋白
相关基因

Metallothionein
related gene

炎症相关基因
Inflammatory
related genes

癌症抑制相关
基因

Cancer
suppressor-
related genes

基因名称
Gene name
β-Actin

zMT

dMT

serp

tnf

ccng1

chk2

p53

引物序列
Primer sequence

3′-ATGGATGATGAAATTGCCGC-5′
5′-AGTTGGTGACAATACCGTGC-3′

3′-GCCAAGACTGGAACTTGCAAC-5′
5′-CGCAGCCAGAGGCACACT-3′

3′-ACTCCGCACTCGTCAAGTCT-5′
5′-CGTAGAAGGCCTCAGCAAAC-3′
3′-AGGAGGAACACGAACACTCG-5′

5′-TGAAGACTGAGACTGGGAGACG-3′
3′-TGATGATGACCGTATATCTCGC-5′
5′-TCATGTCTCTTAAAGCCGACC-3′
3′-AACTGGAAGGTCAAGGCTCC-5′

5′-AGAAGAGACAAAGCAAGCAGG-3′
3′-TCATCTGTTTGGGTGGGTATCC-5′
5′-TTTCCTTGTTGCTTCTGGACG-3′
3′-ATTTAGGCTCAGGTTCCCG-5′
5′-GCCAAGTTATCTCCATCCG-3′

表1 待测基因引物序列

Table 1 Primer sequences of target genes

a表示与空白对照相比有显著差异，P<0.05；b表示与空白对照相比
有极显著差异，P<0.01。下同

a indicates a significant difference compared with the blank control，
P<0.05；b indicates a significant difference compared with the blank

control，P<0.01. The same below
图1 不同浓度CdCl2作用下转基因斑马鱼胚胎发育毒性

Figure 1 Development toxicity by different concentrations of
CdCl2 in transgenic zebrafish embryos

图2 不同浓度CdCl2诱导下转基因斑马鱼体内荧光表达

Figure 2 The fluoresce expressions in transgenic zebrafish
induced by CdCl2

总
个

数
Tot

aln
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ber

空白对照
0.01 μmol·L-1

0.1 μmol·L-1

1 μmol·L-1

52 h孵化抑制
毒性效应指标Toxicity effect index

24
22
20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

b
b

a

b

b

a

24 h血流障碍 52 h死亡数

100 µm

1 µmol·L-1 Cd

0.1 µmol·L-1 Cd

0.01 µmol·L-1 Cd

空白对照
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一步增强，而且还可以显著看到红色荧光在斑马鱼肝

脏部位聚集。因此，CdCl2能够诱导斑马鱼仔鱼发生

炎症作用，血液和肝脏是其主要靶器官。

2.3 CdCl2暴露对斑马鱼仔鱼标志基因表达的影响

为进一步探讨CdCl2对斑马鱼仔鱼免疫毒性的机

制，试验对比研究了 0.1 µmol·L-1 CdCl2暴露下斑马鱼

体内金属硫蛋白相关基因（zMT、dMT）、炎症相关基因

（serp、tnf）和癌症抑制相关基因（chk2、ccnc、ccgn1）这 3
组功能基因的表达，结果如图 3所示。0.1 µmol·L-1

CdCl2显著诱导了金属硫蛋白相关基因 dMT的表达，

dMT基因表达量约为空白对照组的 3倍（P=0.001），

而金属硫蛋白相关基因 zMT的表达则与空白对照组

无显著差异（P=0.253）。炎症相关基因（tnf、serp）在转

基因斑马鱼仔鱼体内也显著上调，分别为空白对照组

的 1.347 倍（P=0.001）和 1.778 倍（P=0.025）。而癌症

相关基因（chk2、ccng1和 p53）的表达在 0.1 µmol·L-1

CdCl2暴露下都显著受到抑制，表达量分别为空白对

照组的 0.092、0.816和 0.596，其中 chk2基因表达量受

到的抑制更为显著（P=0.030）。

3 讨论

3.1 转基因斑马鱼在环境污染物毒性检测中的应用

转基因斑马鱼是将外源基因通过显微注射等方

式导入斑马鱼受精卵，注射的外源基因能够整合到斑

马鱼受精卵的基因组中，从而建立具有稳定遗传特性

的转基因品系。荧光标记不同组织（肝脏、心脏、肾脏

等）、细胞（神经细胞、免疫细胞）的多种转基因斑马鱼

品系的出现，促进了斑马鱼在遗传学、发育生物学、细

胞生物学、医学水产育种学等研究领域的广泛应

用[15-16]。近年来转基因斑马鱼也在迅速发展，在环境

毒理学方面也体现出一定的价值[17-18]。如 Brion等[19]

构建了转基因斑马鱼品系 cyp19a1b-GFP用于评估欧

洲废水的内分泌干扰活性。孙冰等[20]构建了 Tg（ere-

vtg：egfp）转基因斑马鱼，可直观地动态监测水体环境

中内分泌干扰物的污染情况。纪喜文等[21]利用芳香

烃反应元件 AHRDtk构建的新型转基因斑马鱼，可以

直观判断水体环境中是否有该类化学物质存在。

本研究发现，0.01 µmol·L-1 CdCl2即可显著抑制

转基因斑马鱼胚胎的孵化，0.1 µmol·L-1 CdCl2能够导

致转基因斑马鱼胚胎发生血流障碍。这与作者前期

在野生型斑马鱼胚胎发育中得到的结果一致[14]。但

是通过转基因斑马鱼 Tg（lysC：DsRed2）-Lyz fish可以

直观地看到在 0.01 µmol·L-1和 0.1 µmol·L-1 CdCl2暴
露下，斑马鱼仔鱼体内的中性粒细胞数量增多且趋向

于肝脏，肝脏是CdCl2作用的主要靶器官之一。这也

得到了作者前期结果的验证，即在利用转基因斑马鱼

Tg（lfabp10a：dsRed；elaA：EGFP）探讨 CdCl2的肝脏毒

性时发现，0.1 µmol·L-1 CdCl2单独暴露使斑马鱼肝脏

发生炎症作用，肝脏相对空白对照显著膨大，1 µmol·
L-1 CdCl2则显著抑制斑马鱼肝脏发育[9]。

环境污染物作用于机体时，机体免疫系统功能

常在早期就发生变化。因此，免疫转基因斑马鱼的发

展对于提高环境污染物检测的灵敏度和及时采取预

防措施具有重要意义[22]。目前我国免疫转基因斑马

鱼的应用主要侧重在医学领域。如陈将飞等[23]通过

免疫转基因斑马鱼MPO研究发现免疫抑制剂雷帕霉

素（RAP）暴露能够显著抑制斑马鱼体内免疫细胞（中

性粒细胞）的荧光表达。王荣春等[24]发现氯霉素对免

疫转基因斑马鱼 Lyz幼鱼的致畸和致死作用具有剂

量、时间依赖性，并可以导致斑马鱼幼鱼的免疫细胞数

量减少。免疫转基因斑马鱼在环境领域的应用还鲜

有报道，本研究利用免疫转基因斑马鱼 Tg（lysC：

DsRed2）-Lyz fish模型探讨了Cd的免疫毒性效应，得

到了显著的剂量-效应关系。

3.2 Cd对斑马鱼造成免疫毒性的作用机制

化合物个体有害效应产生的机理可以由一种信

号路径（Pathway）作用或几种信号路径共同作用分析

得出。Cd的重要作用机理则是与含巯基、氨基、羧基

的蛋白质分子结合形成镉结合蛋白，使许多酶系统的

活性受到抑制和破坏[25]。Cd对斑马鱼仔鱼造成损伤

的途径可能有氧化性损伤、代谢紊乱、炎症、细胞凋

亡等，进一步作用则可能发生癌变。在这些复杂的信

号传递过程中，与其相关的基因表达可能发生变化。

图3 0.1 µmol·L-1 CdCl2诱导下斑马鱼仔鱼相关基因表达

Figure 3 Expressions of related genes in transgenic zebrafish
induced by 0.1 µmol·L-1 CdCl2
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反之，通过研究特定基因表达的变化，则可推断该化

合物造成毒性的作用途径。例如在4-NP的氧化性压

力下，斑马鱼肿瘤抑制相关基因 rb和 p53的表达显著

增强[26]。

本研究通过金属硫蛋白（Metallothionein，MT）、炎

症和癌症抑制相关基因这 3类功能共 7个基因的表

达，探讨了 0.1 µmol·L-1 CdCl2诱导下斑马鱼仔鱼免疫

毒性的可能机制。金属硫蛋白 MT是重金属暴露下

生物体内的防御者。如研究证实生物体中 MT通过

与 Cd螯合从而降低 Cd的毒性，并且MT能够在细胞

不同周期抵御重金属造成的 DNA 损伤和细胞凋

亡[27]。Bonaventura等[28]也研究发现Cd暴露刺激下骨

细胞炎症与 MT的过度表达有显著相关性。本研究

也发现 0.1 µmol·L-1 CdCl2暴露显著诱导了转基因斑

马鱼MT相关基因dMT的表达。

环境污染物致癌是一个相当复杂的过程，其机理

可能涉及污染物通过直接和各种间接途径产生遗传

性损伤，通过干扰细胞信号传导系统诱导原癌基因和

蛋白的表达，以及抑制机体免疫防御功能等许多方

面。免疫系统是生物异源物质毒性效应的主要靶系

统之一。在癌症形成过程中，免疫炎症也发挥着重要

的调节作用。例如，人体肺细胞（BEAS-2BR细胞）在

Cd暴露下激活了 tnf-α、nf-κb及 cox-2基因和蛋白的

表达，从而产生炎性微环境，这与肺癌的发生有密切关

系[29]。大鼠小肠上皮（IEC-6）细胞在 Cd的慢性暴露

中，不仅降低了抑癌基因 p53的表达水平，而且还降低

了UBE2D家族基因的表达[30]。因此研究免疫系统的

变化，不仅可以对癌症起到预警作用，还可以从机制上

寻求癌症发生的可能途径。本研究发现 0.1 µmol·L-1

CdCl2暴露显著诱导了转基因斑马鱼炎症相关基因

（serp、tnf）的表达，抑制了癌症抑制相关基因（ccgn1、

chk2、p53）的表达。因此，Cd对转基因斑马鱼免疫毒

性的机制与上述基因表达的变化具有一定的相关性，

并且 0.1 µmol·L-1 CdCl2暴露对斑马鱼仔鱼具有致癌

风险。

4 结论

（1）0.01 µmol·L-1 CdCl2对斑马鱼胚胎产生发育

毒性，并且能够暴露显著诱导转基因斑马鱼的免疫毒

性。

（2）Cd免疫毒性的机制与其诱导金属硫蛋白相

关基因（dMT）、炎症相关基因（serp、tnf）的表达及抑制

癌症相关基因（ccng1、chk2、p53）的表达有关。
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