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摘要: 以斑马鱼( Danio rerio) 为研究对象，探讨铅( Pb) 、得克隆( DP) 及二者联合急性暴露对斑马鱼胚胎的神经毒性作用。结

果表明，Pb( 5、20 μg·L-1 ) 和 DP( 15、60 μg·L-1 ) 单独暴露均会引起斑马鱼自主运动频率增加，触摸反应能力和自由游泳活力下

降，并且抑制初级运动神经元的生长，加剧尾部细胞凋亡。但与 20 μg·L-1 Pb 单独暴露相比，高剂量联合暴露( 20 μg·L-1 Pb +
60 μg·L-1 DP) 使斑马鱼的自主运动频率显著降低( P ＜ 0．05) ，触摸反应能力和自由游泳活力显著增强( P ＜ 0．05) ，初级运动

神经元轴突长度显著增加( P ＜ 0．05) ，尾部细胞凋亡减少。与 5 μg·L-1 Pb 单独暴露相比，低剂量联合暴露( 5 μg·L-1 Pb + 15
μg·L-1 DP) 也显著减少斑马鱼尾部的细胞凋亡( P ＜ 0．05) 。上述结果表明，Pb 或 DP 单独暴露对斑马鱼均可引起神经毒性作

用; 但二者联合暴露对斑马鱼自主运动、触摸反应以及自由游泳活力的影响则表现为拮抗作用。
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Abstract: Neurotoxic effects of acute exposure to lead ( Pb) or Dechlorane Plus ( DP) ，or both were investigated
using zebrafish ( Danio rerio) embryos． Ｒesults showed that exposure to Pb ( 5，20 μg·L-1 ) or DP ( 15，60 μg·
L-1 ) alone increased spontaneous movement，decreased touch response and free-swimming activity，inhibited axonal



310 生 态 毒 理 学 报 第 12 卷

growth of primary motoneuron and induced cell apoptosis in zebrafish embryos． Co-exposure to 20 μg·L-1 Pb and 60
μg·L-1 DP significantly decreased spontaneous movement ( P ＜ 0．05) ，enhanced touch response and free-swimming
activity ( P ＜ 0．05) ，increased axonal length of primary motoneuron ( P ＜ 0．05) and reduced cell apoptosis in
zebrafish when compared to 20 μg·L-1 Pb exposure alone． Co-exposure to 5 μg·L-1 Pb and 15 μg·L-1 DP also
significantly decreased cell apoptosis on the tail region when compared to 5 μg·L-1 Pb exposure alone ( P ＜
0．05) ． These results demonstrated that Pb or DP exposure alone could induce neurobehavioral toxicity in ze-
brafish，but Pb and DP co-exposure had antagonistic effects on spontaneous movements，touch response and free
swimming activity．
Keywords: lead; Dechlorane Plus; zebrafish; embryo; neurotoxicity; co-exposure

铅( Pb) 是一种具有生物毒性的重金属［1］，得克

隆( DP) 则为一种添加型氯代阻燃剂，二者均为电子

电器生产的重要原料。长期大量和原始粗放型的电

子垃圾拆解活动已导致我国许多地区 Pb 和 DP 污

染严 重［2-4］，在 污 染 区 域 的 水、土 壤、沉 积 物、食

物［5-8］及人的头发和血液［9-11］中均有检出。
毒理学研究表明，Pb 具有神经、生殖、免疫和肝

脏等多种毒性，但神经系统是 Pb 中毒后机体最敏

感的部位，也是 Pb 作用的主要靶标［1］。低浓度的

Pb 可引起儿童注意力不集中、多动和易怒; 高浓度

的 Pb 则会延缓发育，影响学习和记忆，甚至导致大

脑坏死或死亡［12］。动物实验研究表明，Pb 暴露会

改变斑马鱼自主运动节律、降低光暗刺激反应速度

及削弱学习和记忆能力［13］。
目前关于 DP 的毒性报道较少，仅限于 DP 生产

厂 OxyChem 公司提供的毒性测试数据［14］和 2008 年

美国环 保 局 ( EPA ) 发 布 的 高 产 量 化 合 物 检 测 报

告［15］。毒性测试报告显示，DP 急性毒性较低，但长

期吸入和皮肤接触高浓度的 DP 均会引起肺、肝脏

和生殖器官等一定程度的组织病变。近年来，研究

表明 DP 对鹌鹑、大鼠和中华鲟幼鱼均具有肝脏毒

性［16-18］。此外，DP 能够干扰斑马鱼体内甲状腺激

素水平［19］，以及改变蚯蚓乙酰胆碱酯酶的活性［20］。
甲状腺激素和乙酰胆碱酯酶均与神经系统发育及神

经递质传递密切相关，这表明 DP 对斑马鱼具有潜

在的神经毒性作用。然而 DP 和 Pb 联合暴露对生

物体的神经毒性研究却鲜有报道。
斑马鱼( Danio rerio) 体形小、发育快，可进行高通

量筛选; 其神经系统简单但可支配复杂的活动，能够进

行运动、学习、记忆等相关评价，已被广泛应用于环境

污染物神经行为毒性评价［21］。本文拟以斑马鱼为模式

动物，考察 Pb 和 DP 联合暴露对斑马鱼胚胎的神经行

为毒性，以期为准确评价环境中 Pb 和 DP 复合污染所

引起的生物健康效应提供科学依据。

1 材料与方法( Materials and methods)
1．1 仪器与试剂

主要仪器: Video Track 3．5 斑马鱼行为分析系

统( 法国 Viewpoint 公司) ; ＲXZ-300C 恒温光照培养

箱( 宁波江南仪器厂) ; TE 2000-U 荧光显微镜( 日本

Nikon 公司) ; SMZ1500 体视显微镜( 日本 Nikon 公

司) ; 7890A-5975C 气相色谱质谱联用仪( 美国 Agi-
lent 公司) ; 7000 ICP-MS 电感耦合等离子体质谱仪

( 美国 Agilent 公司) 。
主要试剂: 三水合醋酸铅( 纯度＞ 98%，美国 Ac-

cuStandard 公司) ，DP ( 纯度＞ 97%，江苏安邦电化有限

公司) ，syn-DP 和 anit-DP( 纯度＞ 98%，美国 AccuStan-
dard 公司) ，二甲基亚砜( DMSO) ( A．Ｒ．，西陇化工股份

有限公司) ，吖啶橙( AO) ( A．Ｒ．，Fluka 进口分装)。
1．2 实验动物

野生型 AB 品系斑马鱼由美国 Oregon 州立大学

分子毒理研究中心提供，养殖于美国 Aquatic Habi-
tats 公司生产的全封闭循环养殖系统，水温维持在

( 28 ± 1) ℃，溶解氧不低于 7 mg·L-1，光周期为 14 h:

10 h( 昼 ∶ 夜) ，喂养方法参考 Westerfield 的方法［22］。
1．3 Pb 和 DP 联合暴露方法

DP 和 Pb 染 毒 浓 度 分 别 参 照 刘 阳［23］ 和 Zhu
等［24］的报道，以及预实验筛选的 DP 和 Pb 染毒浓

度，该浓度对斑马鱼的致死和致畸率均小于 5%，采

用 3 × 3 析因设计方法进行急性染毒实验。斑马鱼

胚胎自 6 hpf( 受精后 6 h) 开始急性染毒，Pb 和 DP
的单一染毒以及二者联合染毒同时进行，浓度组分

别为 0( DMSO 体积比为 0．1%) ，Pb( 5、20 μg·L-1 ) ，

DP( 15、60 μg·L-1) 和 Pb + DP( 5 + 15、5 + 60、20 +
15、20 + 60 μg·L-1) 。
1．4 斑马鱼运动行为的测定

为考察 Pb 和 DP 染毒对斑马鱼运动行为的影
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响，测试斑马鱼胚胎的自主运动、触摸刺激反应、自
由游泳活力和光周期刺激反应。在 24 hpf 时，体式

显微镜录像记录每组斑马鱼一分钟内自主运动次

数。在 48 hpf 时，用睫毛轻触预先经蛋白酶 E 脱膜

后的斑马鱼胚胎尾部背侧，体式显微镜下测试每组

斑马鱼对触摸刺激产生逃生反应的游动距离。在

96 hpf 时，斑马鱼脱毒后转移至 24 孔板中; 培养至

120 hpf 时，放入斑马鱼行为分析系统中，依次进行

15 min 连续光照下的自由游泳行为和 25 min 持续

光周期刺激反应的测试，光暗周期为暗-亮-暗-亮-
暗，每个周期均为 5 min。
1．5 免疫组织化学染色法检测初级运动神经元生

长情况

在 48 hpf 时，脱膜的斑马鱼胚胎先用质量分数

为 4%的多聚甲醛( PFA) 4 ℃固定 24 h，经质量分数

为 0．005%的胰蛋白酶冰上消化 25 min，质量分数为

4%的 PFA 室温固定 10 min，质量分数为 10%的山

羊血清封闭 1 h，然后用一抗 znp1( 1 ∶ 250) 4 ℃孵

育 24 h，再用二抗 Alexa fluor 488 标记的兔抗鼠免

疫球蛋白( 1 ∶ 1 000) 室温孵育 4 h，最后在倒置荧光

显微镜下拍照测量初级运动神经元轴突长度。
1．6 胚胎病理学观察

AO 染色可以反映细胞凋亡情况［25］。在 96 hpf
时，斑马鱼胚胎用 AO 溶液( 5 mg·L-1 ) 避光染色 45
min，经质量分数为 0．02%的间氨基苯甲酸乙酯甲磺

酸盐( MS-222) 麻醉后，荧光显微镜拍照观察。
1．7 斑马鱼体内 Pb 和 DP 蓄积含量测定

在 120 hpf 时，每组选取 100 条斑马鱼，冷冻干

燥并称重，经微波消解、赶酸和定容后，ICP-MS 测定

鱼体内 Pb 的蓄积含量［26］。冷冻干燥的斑马鱼，加

入 5 mL 正己烷充分研磨，超声萃取 30 min，提取 3
次，氮吹定容后，GC-MS 测定斑马鱼体内 DP 的蓄积

含量［27］。
1．8 数据统计

数据用 SPSS16．0 统计软件( SPSS，Chicago，IL，

USA) 进行单因子方差分析( One-Way ANOVA) 。采

用双因子方差分析法评价 Pb 和 DP 的联合作用，当

P ＜ 0．05 时，说明 2 个因素具有拮抗或协同作用。
实验结果用平均值( mean) ±标准误差( SEM) 表示。
当 P ＜ 0．05 或 P ＜ 0．01 时，表示差异显著。

2 结果( Ｒesults)
2．1 Pb 和 DP 对斑马鱼胚胎运动行为的影响

实验结果表明，在 24 hpf 时对照组斑马鱼胚胎

1 min 内的自主运动次数为( 6．2 ± 0．2) 次，Pb 和 DP
单独暴露组斑马鱼的自主运动频率均显著增加，且

呈现剂量依赖性( 图 1A) 。但是，联合暴露组 ( 20
μg·L-1 Pb +15 μg·L-1 DP) 和( 20 μg·L-1 Pb + 60 μg
·L-1 DP) 斑马鱼 1 min 内的自主运动次数分别为( 7．
6 ± 0．4) 次和( 7．5 ± 0．3) 次，均显著低于 20 μg·L-1

Pb 单独染毒组的( 9．5 ± 0．4) 次( P ＜ 0．05) 。
触摸反应是斑马鱼胚胎发育过程中逃生反应的

一个本能表现，Müller 等［28］认为斑马鱼胚胎在 48
hpf 时对触摸刺激敏感，并能以游动方式逃离。在

48 hpf 时，与对照组相比，Pb 和 DP 单独暴露组斑马

鱼胚胎的触摸反应能力均呈下降趋势，且具有剂量

依赖性( 图 1B) 。其中，对照组胚胎对触摸刺激的

游动距离为( 7．6 ± 0．7) mm，显著高于 60 μg·L-1 DP
处理组的( 4．8 ± 0．7) mm( P ＜ 0．05) ，且亦显著高于

20 μg·L-1 Pb 染毒组的( 3．6 ± 0．6) mm( P ＜ 0．01) 。
但联合暴露组( 20 μg·L-1 Pb + 60 μg·L-1 DP ) 斑马

鱼的游动距离( 5．6 ± 0．7) mm 显著高于 20 μg·L-1

Pb 单独暴露组( P ＜ 0．05) 。
为进一步研究 Pb 和 DP 暴露对斑马鱼运动行

为的影响，在 120 hpf 时测试连续 10 min 光照下的

游泳速度，即自由游泳活力。如图 1C 所示，Pb ( 5、
20 μg·L-1 ) 单独暴露均显著降低了斑马鱼的游泳

速度( P ＜ 0．01) ; DP 单独暴露组斑马鱼泳速也随

染毒浓度的增加而降低，且 60 μg·L-1 DP 组与对

照组相比呈 现 显 著 性 差 异 ( P ＜ 0． 05 ) 。但 与 20
μg·L-1 Pb 单独暴露组相比，联合暴露组( 20 μg·
L-1 Pb + 60 μg·L-1 DP ) 斑马鱼的自由游泳活力则

显著增强( P ＜ 0．05) 。双因子方差分析结果表明，

Pb 和 DP 联合暴露对斑马鱼自主运动频率、触摸

反应游动距离和自由游泳活力的影响存在交互作

用且为拮抗效应( P ＜ 0．05) 。
光周期刺激测试是运动行为学研究中较为常用

的方法之一［29］。从图 1D 可见，在 120 hpf 时，由暗

转明时，对照组和染毒组斑马鱼的泳速均表现剧降;

由明转暗时，泳速则剧增，这表明 Pb 和 DP 染毒对

斑马鱼的视力均未产生不利影响。与自由游泳活力

相似，在光暗周期刺激测试中，20 μg·L-1 Pb 单一暴

露组或与 DP ( 15、60 μg·L-1 ) 复合暴露组斑马鱼的

平均泳速均降低，并且在每个暗周期内，20 μg·L-1

Pb 单一暴露均显著降低了斑马鱼的平均泳速( P ＜
0．05) ，但高浓度联合暴露( 20 μg·L-1 Pb + 60 μg·
L-1 DP) 却削弱了 Pb 对斑马鱼游泳行为的影响。
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图 1 Pb 和得克隆( DP) 对斑马鱼( A) 自主运动，( B) 触摸反应，( C) 自由游泳速度和( D) 光周期测试中游泳速度的影响

注: +表示相同 Pb 浓度下，Pb 单独暴露组和与 DP 联合暴露组呈现显著差异，* 表示 Pb 单独暴露组和对照组呈现

显著差异( 图 1A、B 和 C) ; * P ＜ 0．05 和＊＊P ＜ 0．01 表示暴露组和对照组呈现显著差异( 图 1D) 。

Fig． 1 Effects of co-exposure to Pb and Dechlorane Plus ( DP) on zebrafish in ( A) spontaneous movement，
( B) touch response，( C) speed of free swimming or ( D) speed of the dark-to-light photoperiod stimulation test

Note: + indicate significant differences between Pb exposure alone and co-exposure to DP at the same concentration of Pb，* indicate

significant differences between Pb treatment and controls ( Fig． 1A，B and C) ． * P ＜ 0．05 and ＊＊P ＜ 0．01 represent

significant differences between exposure groups and control group ( Fig． 1D) ．

2．2 Pb 和 DP 对初级运动神经元生长的影响

如图 2 所示，Pb 和 DP 单独暴露组斑马鱼的轴

突长度均显著短于对照组( P ＜ 0．01) ，且呈现剂量

依赖性。这说明 Pb 和 DP 染毒后斑马鱼的初级运

动神经元生长均受到明显的抑制。但是联合暴露组

( 20 μg·L-1 Pb +15 μg·L-1 DP) 和( 20 μg·L-1 Pb + 60
μg·L-1 DP) 斑马鱼的轴突长度分别为( 56．1 ± 7．9)

mm 和( 59．7 ± 9．4) mm，均显著大于 20 μg·L-1 Pb
单独暴露组的( 50．6 ± 9．5) mm( P ＜ 0．05) 。
2．3 Pb 和 DP 对斑马鱼细胞凋亡的影响

如图 3 所示，对照组斑马鱼尾部细胞只呈现少许

的凋亡，可能是本身基底细胞凋亡; 而 Pb 和DP 单独暴

露组斑马鱼尾部发生显著的细胞凋亡( P ＜ 0．01)。但

是与 Pb 单独暴露相比，Pb 和 DP 联合暴露减少了斑马

鱼尾部的细胞凋亡，且在较低浓度联合暴露组( 5 μg·

L-1 Pb + 15 μg·L-1 DP) 呈现显著性差异( P ＜ 0．05)。
2．4 DP 对斑马鱼体内 Pb 蓄积含量的影响

斑马鱼胚胎分别用 5 μg·L-1 Pb 和 20 μg·L-1 Pb
单独染毒至 120 hpf 时，体内 Pb 蓄积含量依次为

( 1 127．5 ± 173．6) ng·g-1 和( 2 259．8 ± 101．0) ng·
g-1。Pb 和 DP 联合染毒时，DP 并未显著影响斑马

鱼体内 Pb 的吸收( 图 4) 。
2．5 Pb 对斑马鱼体内 DP 蓄积含量的影响

斑马鱼经 15 μg·L-1 DP 和 60 μg·L-1 DP 单独染

毒至 120 hpf 时，体内 DP 蓄积量分别为 ( 772． 4 ±
31．6) ng·g-1和( 2 127．7 ± 52．6) ng·g-1。如图 5 所

示，5、20 μg·L-1 Pb 分别与 60 μg·L-1 DP 联合暴露，

斑马鱼体内的 DP 蓄积水平分别显著下降了 14．2%
和 29．3%。与 15 μg·L-1 DP 单独暴露相比，低浓度

联合暴露( 15 μg·L-1 DP + 20 μg·L-1 Pb) 也显著降低
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斑马鱼体内的 DP 蓄积含量( P ＜ 0．05)。同时，Pb 和

DP 联合染毒均促进斑马鱼体内 anti-DP 的转化。

图 2 Pb 和 DP 对斑马鱼初级运动神经元轴突的生长抑制

注: +( P ＜ 0．05) ，++( P ＜ 0．01) 表示相同 Pb 浓度下，Pb 单独暴露组和

与 DP 联合暴露组呈现显著差异，* ( P ＜ 0．05) ，＊＊ ( P ＜ 0．01)

表示 Pb 单独暴露组和对照组呈现显著差异。

Fig． 2 Inhibitory effect of co-exposure to Pb and DP on axonal
growth of primary motoneuron in zebrafish

Note: +( P ＜ 0．05) ，++( P ＜ 0．01) indicate significant differences between

Pb exposure alone and co-exposure to DP at the same concentration

of Pb，* ( P ＜ 0．05) ，＊＊ ( P ＜ 0．01) indicate significant differences

between Pb treatment and controls．

图 3 Pb 和 DP 对斑马鱼尾部细胞凋亡的影响

注: +( P ＜ 0．05) ，++( P ＜ 0．01) 表示相同 Pb 浓度下，Pb 单独暴露组和

与 DP 联合暴露组呈现显著差异，* ( P ＜ 0．05) ，＊＊ ( P ＜ 0．01)

表示 Pb 单独暴露组和对照组呈现显著差异。

Fig． 3 Effects of co-exposure to Pb and DP on cell apoptosis
in the tail region of zebrafish

Note: +( P ＜ 0．05) ，++( P ＜ 0．01) indicate significant differences between

Pb exposure alone and co-exposure to DP at the same concentration

of Pb，* ( P ＜ 0．05) ，＊＊ ( P ＜ 0．01) indicate significant differences

between Pb treatment and controls．

图 4 不同浓度的 DP 对斑马鱼体内 Pb 蓄积水平的影响

Fig． 4 Effect of different concentration of DP on
bioaccumulation of Pb in zebrafish

图 5 不同浓度的 Pb 对斑马鱼体内 DP 蓄积水平

及其同分异构体组成的影响

注: * P ＜ 0．05 和＊＊P ＜ 0．01 表示相同 DP 浓度下，DP 单独

暴露组和与 Pb 联合暴露组呈现显著差异。

Fig． 5 Effects of different concentration of Pb on
bioaccumulation of DP and its isomeric composition in zebrafish

Note: * P ＜ 0．05 and ＊＊P ＜ 0．01 indicate significant differences between

DP exposure alone and co-exposure to Pb at the same concentration of DP．
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3 讨论( Discussion)

本研究表明 Pb 和 DP 单独暴露均显著增加斑

马鱼自主运动频率，降低触摸反应能力和自由游泳

活力，二者联合暴露对斑马鱼自主运动、触摸反应能

力和自由游泳活力的影响均存在交互作用且为拮抗

效应( P ＜ 0．05) 。此外，Pb 显著降低斑马鱼体内

DP 的吸收，且促进 anti-DP 在斑马鱼体内的转化。
DP 具 有 高 亲 脂 疏 水 性 ( LogKow ; 9． 3 ) ，需 以

DMSO作为助溶剂。本研究中 DP 染毒剂量明显高

于环境水体中的含量［30］( ＜ 10 ng·L-1 ) 。但是为短

期暴露条件下获得较明显的生物学效应，以探索其

潜在的作用机制，通常会采用较高的染毒剂量［23］。
本研究斑马鱼体内 DP 含量( 550．5 ～ 2 127．7 ng．g-1 )

和 Wu 等［7］报道贵屿电子垃圾拆解区水生生物体中

DP 的含量( 19～9 630 ng．g-1 ) 相当。Pb 染毒浓度则

明显低于贵屿电子垃圾拆解区水体中 Pb 的含量［31］

( ＜ 400 μg·L-1) ，且斑马鱼体内 Pb 蓄积水平( 1 127．
5～2 340．5 ng．g-1 ) 和 Qiu 等［32］报道鱼体中 Pb 含量

水平( ＜ 2 700 ng·g-1 ) 相当。这说明本研究所选用

的 DP 和 Pb 染毒剂量均为环境相关浓度。
Pb 单独暴露增加斑马鱼自主运动频率，降低触

摸反应能力、自由泳动活力以及对光暗周期刺激的

游泳速率，这说明 Pb 暴露对斑马鱼产生明显的神

经行为毒性。本研究中 Pb 暴露浓度 ( ≤ 20 μg·
L-1) 和环境污水中 Pb 浓度相当，表明 Pb 对环境中

鱼类也会引发神经行为毒性。斑马鱼运动行为异常

与毒物影响其运动神经元生长，阻碍树突和轴突之

间的信号传递有关。初级运动神经元是一类斑马鱼

胚胎早期发育中支配其运动行为的细胞。本研究中

Pb 暴露明显抑制斑马鱼初级运动神经元轴突的生

长，并且加剧尾部肌肉细胞凋亡，从而导致斑马鱼运

动行为异常。此外，甲状腺激素能够影响神经和肌

肉系统的发育，Zhu 等［24］研究显示 Pb 会降低斑马

鱼体内甲状腺素水平，因而推测这是 Pb 引起斑马

鱼神经行为毒性的另一个诱因。
与 Pb 相似，DP 单独暴露也导致斑马鱼运动行

为异常，抑制初级运动神经元轴突的生长，加剧尾部

细胞凋亡，这表明 DP 也具有神经行为毒性，但其作

用机制目前并不清楚。乙酰胆碱酯酶和 Ca2+信号通

路对神经递质传递和神经细胞功能起着重要的调节

作用。近年来，已有研究报道 DP 能够影响蚯蚓乙

酰胆 碱 酯 酶 的 活 性［20］ 及 其 细 胞 内 Ca2+ 信 号 通

路［33］，然而，DP 暴露对斑马鱼是否也有此效应，还

需进一步深入研究。
Pb 和 DP 单独暴露均会引起斑马鱼神经行为

毒性，但 Pb 和 DP 对斑马鱼神经行为的联合毒性为

拮抗作用，这与二者联合暴露对斑马鱼初级运动神

经元轴突生长的影响相一致。此外，斑马鱼体内 DP
蓄积含量显示，Pb 的加入明显降低斑马鱼体内 DP
的吸收，因而推测 Pb 和 DP 拮抗效应的产生与二者

在体内的代谢相互影响有关。一方面可能是 Pb 激

活机体对 DP 脱毒代谢相关酶的活性，加速 DP 代谢

和转化，从而减弱毒性效应; 另一方面可能是 DP 影

响金属硫蛋白的转运活性，加速金属硫蛋白对游离

Pb 的螯合作用，从而削弱 Pb 的毒性。此外，Zhang
等［34］报道 anti-DP 极易穿过血脑屏障在鱼的大脑中

富集，这暗示 anti-DP 更易引起斑马鱼神经行为毒

性。本研究 Pb 的引入可以明显促进斑马鱼体内

anti-DP 的转化，这也进一步说明 Pb 和 DP 联合暴

露对斑马鱼神经行为毒性表现为拮抗效应。
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