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摘要:以斑马鱼幼鱼为研究对象ꎬ研究异烟肼对幼鱼发育毒性和行为学的影响ꎮ 用不同浓度的异烟肼分别处理发育至

７２ ｈｐｆ的斑马鱼幼鱼ꎬ观察幼鱼的死亡率、畸形率及形态变化ꎬ分析幼鱼行为学轨迹ꎮ 异烟肼(≥４ ｍｍｏｌ / Ｌ)对斑马鱼幼鱼

有致死作用ꎬ随着浓度的增加和作用时间延长而增强ꎮ 异烟肼对斑马鱼幼鱼的发育过程有致畸作用ꎬ表现为脊柱弯曲、
卵黄囊吸收延滞、心包水肿、鱼鳔缺失、体长发育延迟和器官空泡化等ꎮ 随着给药浓度的增加和作用时间的延长ꎬ异烟肼

组幼鱼行为轨迹减少ꎬ运动次数和运动速度显著降低ꎮ 结果表明ꎬ异烟肼(≥４ ｍｍｏｌ / Ｌ)对斑马鱼幼鱼具有致死和致畸作

用ꎬ对幼鱼的运动行为有抑制作用ꎬ并且呈现时间和剂量依赖性ꎮ
关键词:异烟肼ꎻ斑马鱼ꎻ发育毒性ꎻ行为学
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　 　 结核病是一种由结核杆菌引起的常见致命传染病ꎬ据世界卫生组织统计ꎬ全球每年结核病患者新增人数

达到 ９００ 万ꎬ已成为威胁人类健康的主要疾病之一ꎬ而且我国属于结核病高发地区[１￣２]ꎮ １９５２ 年首次合成的

抗生素异烟肼(Ｉｓｏｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｈｙｄｒａｚｉｄｅꎬＩＮＨ)ꎬ因其对结核分枝杆菌具有高度选择性ꎬ开始用于抗结核病的

治疗ꎮ ＩＮＨ 的性质稳定ꎬ抗菌力强ꎬ疗效高、口服方便且价廉ꎬ已成为目前一线临床治疗结核病的药物[３￣４]ꎮ
斑马鱼是一种小型热带脊椎动物ꎬ不仅具有与人类基因组约 ８７％的同源性[５]ꎬ而且有个体小、产卵多、

发育快、体外受精、胚胎透明、易于观察以及饲养简便等优点[６]ꎮ 与传统的实验动物大、小鼠相比ꎬ斑马鱼实

验操作简便、节省受试药物的用量、减少培养实验动物的时间和成本ꎬ从而有助于研究疾病的发生和药物的

毒理机制[７]ꎮ 斑马鱼作为一种体内实验模式动物ꎬ它的发育在心血管、体节、肌肉、骨骼和神经系统方面与

哺乳动物具有高度相似性ꎬ现已广泛应用于药物的发育毒性筛选和机制研究中ꎮ
临床发现ꎬＩＮＨ 在持续使用过程中ꎬ具有一定的毒副作用[８]ꎬ可引起病人产生各种不良反应ꎬ如肝毒性、

周围神经炎、胃肠道反应、内分泌失调、过敏和中枢神经系统并发症等[９￣１０]ꎮ ＩＮＨ 可通过胎盘使胎儿血药浓

度高于母体ꎬ但 ＩＮＨ 对胎儿和新生儿的发育毒性并未见报道ꎮ 因此ꎬ本研究以斑马鱼幼鱼为发育毒性评价

模型ꎬ探讨 ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼发育和运动行为学的影响ꎬ科学评价 ＩＮＨ 对幼鱼的发育毒性ꎬ为指导孕产妇及

新生儿临床合理用药提供科学依据ꎮ

１　 实验材料与仪器

１.１　 试剂

ＩＮＨ(Ｆｌｕｋａ 公司)使用斑马鱼养殖水溶解稀释ꎮ 斑马鱼养殖水的配方为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、０. １７ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＫＣｌ、０. ４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２和 ０. １６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ꎮ 三卡因(Ｓｉｇｍａ 公司)使用纯净水配成质量分数 ０.１６％的溶

液ꎬ４ ℃冰箱保存备用ꎮ
１.２　 实验仪器

ｚｅｂｒａｂｏｘ 斑马鱼行为分析仪(Ｖｉｅｗｐｏｉｎｔ 公司)ꎻ体视荧光显微镜 ＳＺＸ１６(Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻＤＰ２￣ＢＳＷ 图像

软件(Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ斑马鱼饲养养殖系统(北京爱生科技有限公司)ꎻＦｏｒｍａ ３１１１ 型水套式 ＣＯ２ 培养箱

(Ｆｏｒｍａ 公司)ꎮ
１.３　 实验动物

　 　 ＡＢ 野生型斑马鱼由山东省科学院斑马鱼药物筛选平台提供ꎬ斑马鱼的饲养和繁殖参照文献中已有的成

熟方法[１１]ꎮ 斑马鱼的培养在光循环为 １４ ｈ 光照和 １０ ｈ 黑暗、ｐＨ 为 ７.０ 左右、温度为 ２８ ℃左右的环境中ꎮ
实验前一天 １６:００ꎬ将健康的斑马鱼放在缸内交配ꎬ雌雄比例为 １ ∶ １ 或 １ ∶ ２ꎬ次日 ８:３０ 抽取隔板ꎬ０.５ ｈ 后

收集受精卵ꎮ 用养殖水对受精卵清洗 ３ 遍ꎬ然后用亚甲基蓝溶液对受精卵进行消毒ꎬ后移入干净的斑马鱼养

殖水中 ２８ ℃左右控光培养ꎮ

８４
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２　 实验方法

２.１　 ＩＮＨ 与斑马鱼幼鱼共孵育

将受精后 ７２ ｈｐｆ(ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ)的斑马鱼放在培养皿中ꎬ在显微镜下挑选发育正常的幼鱼于 ６
孔板中ꎬ每孔 ３０ 尾幼鱼ꎮ 实验中 ＩＮＨ 的浓度分别设置为 １、２、４、６、８、１６ ｍｍｏｌ / Ｌ(养殖水配制)和空白对照组

(养殖水)ꎬ每孔给予不同浓度的 ＩＮＨ 暴露液 ５ ｍＬꎬ每个浓度组分别设置 ３ 个重复孔ꎬ给药后放在 ２８ ℃恒温

培养箱中继续控光培养ꎮ 连续药液暴露 ３ ｄꎬ每 ２４ ｈ 更换药液ꎬ并去除死亡幼鱼ꎮ
２.２　 斑马鱼幼鱼发育观察和记录

　 　 分别在给药 ２４、４８、７２ ｈｐｅ(ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ)时记录斑马鱼死亡数和畸形数ꎬ然后计算其死亡率、畸形

率ꎮ 使用三卡因麻醉幼鱼后ꎬ在体视荧光显微镜下拍照观察ꎬ并记录斑马鱼形态变化ꎮ
２.３　 行为学实验

斑马鱼幼鱼行为学实验操作参考文献[１２]ꎬ将 ＩＮＨ(１、２、４、６、８、１６ ｍｍｏｌ / Ｌ)不同浓度组和空白对照组ꎬ
分别放在 ４８ 孔板中ꎬ每孔一尾发育至 ７２ ｈｐｆ 的幼鱼ꎬ每孔加入相应浓度药液和养殖水 ５００ μＬꎬ每个实验组

设置 ６ 尾幼鱼ꎬ将 ４８ 孔板放入培养箱中继续控光培养ꎬ于 ２４、４８、７２ ｈｐｅ 放入斑马鱼行为学分析系统的暗箱

中ꎬ使用 ｚｅｂｌａｂ 软件分别采集 １０ ｍｉｎ 内各组幼鱼的运动轨迹ꎬ利用软件导出总游行距离和游行时间ꎬ然后计

算每组鱼游行平均速度、平均距离、快中慢运动对应时间和次数ꎬ各数值分别计入统计ꎮ
２.４　 数据分析

采用数据统计软件 ＳＰＳＳ １６. ０ 对实验数据进行处理ꎬ所有实验数据用 ｘ ± ｓ 表示ꎬ统计学差异通过

ＡＮＯＶＡ 进行分析ꎬ组间比较通过 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为有显著性差异ꎬＰ<０.０１ 为有极显著性差异ꎮ

３　 结果与分析

３.１　 ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼死亡率的影响

观察斑马鱼幼鱼的死亡情况ꎬ空白对照组和 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组在给药 ３ ｄ 内均无死亡现象ꎮ 给药 ２４ ｈ 后ꎬ各
给药组与对照组相比ꎬ死亡率未见显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎻ给药 ４８ ｈ 后ꎬ６、８、１６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组死亡率开始明显升

高ꎻ给药 ７２ ｈ 后ꎬ６、８、１６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组幼鱼发生显著性死亡ꎬ１６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组死亡率达到 ８０ ％ 以上ꎬ见图 １ꎮ
３.２　 ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼发育畸形的影响

给药 ２４ ｈ 后ꎬ与空白对照组相比ꎬ６、８、１６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组均出现畸形ꎻ给药 ４８ ｈ 后ꎬ较高浓度(≥４ ｍｍｏｌ / Ｌ)
组畸形率升高明显ꎻ给药 ７２ ｈ 后ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 组幼鱼也出现畸形ꎬ８、１６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的致畸作用显著ꎬ见图 ２ꎮ

图 １　 ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼剂量￣时间￣死亡率的影响ꎮ

Ｆｉｇ.１ Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＩＮＨ ｏｎ ｄｏｓｅ￣ｔｉｍｅ￣ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ
图 ２　 ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼剂量￣时间￣畸形率的影响ꎮ

Ｆｉｇ.２ Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＩＮＨ ｏｎ ｄｏｓｅ￣ｔｉｍｅ￣ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ

３.３　 各暴露阶段的斑马鱼图像记录

显微镜下记录各个剂量、各个时间段 ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼形态的影响ꎮ 正常发育斑马鱼幼鱼如图 ３ 所

示ꎬ静止状态下ꎬ从头至尾呈现一条直线ꎬ各脏器形状完整ꎬ鱼鳔发育正常ꎬ体节清晰可见ꎬ色素沉淀均匀ꎮ
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ＵＪ 前颚ꎻ　 Ｂ 脑ꎻ　 ＳＢ 鱼鳔ꎻ　 ＮＣ 脊索ꎻ　 Ｓ 体节ꎻ　 Ｔ 尾ꎻ　 ＬＪ 下鄂 ꎻ Ｈ 心脏ꎻ　 Ｌ 肝脏ꎻ

ＳＴ 胃ꎻ　 Ｙ 卵黄ꎻ　 Ｉ 肠ꎻ　 Ｅ 眼ꎻ ＡＬＪ 前端下鄂ꎻ　 Ｈ 心脏ꎻ　 ＰＦ 胸鳍

图 ３　 正常斑马鱼侧面和腹面形态图(５ ｄｐｆ )ꎮ

Ｆｉｇ.３　 Ｌａｔｅｒａｌ ａｎｄ ｖｅｎｔｒａｌ ｖｉｅｗ ｏｆ ａ ｎｏｒｍａｌ ５ ｄｐｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ.

　 　 如图 ４ 所示ꎬ暴露至 ２４ ｈｐｅ 时ꎬ与空白对照组相比ꎬ６、８、１６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组均出现畸形ꎬ表现大多为心包水

肿、身体脊柱弯曲、尾部变形、身体侧倾和发育迟缓ꎬ且随着给药剂量增加ꎬ致畸作用更加明显ꎮ 暴露至

４８ ｈｐｅ时ꎬ对照组斑马鱼形态正常ꎬ游动活跃ꎻ较高浓度组(≥６ ｍｍｏｌ / Ｌ)畸形现象加剧ꎬ斑马鱼较不活跃ꎬ多
侧躺于培养板底部ꎬ尤其是 １６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组斑马鱼不游动ꎬ沉于板底ꎻ≥６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组幼鱼发育畸形主要表现为

心腹水肿、鱼鳔未发育、体轴不对称、和脊柱弯曲严重ꎬ体长与对照组相比也较短ꎮ 暴露至 ７２ ｈｐｅ 时ꎬ对照组

斑马鱼形态正常ꎬ游动活跃ꎻ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 组也出现水肿现象ꎬ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 组斑马鱼出现脊柱弯曲、水肿现象ꎬ鱼鳔

缩小ꎬ１６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组甚至出现尾巴畸形、鱼唇和鳍不发育以及体节形成迟滞等ꎬ且随着给药剂量增加ꎬ斑马鱼

身体扭曲程度加剧ꎬ心腹水肿加剧ꎬ见图 ５ꎮ

图 ４　 ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼发育形态学的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＩＮＨ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ

图 ５　 暴露于不同浓度 ＩＮＨ 的斑马鱼幼鱼形态图(７２ ｈｐｅ)ꎮ

Ｆｉｇ.５　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｓｏｎｉｚｉｄ (７２ ｈｐｅ)

３.４　 ＩＮＨ 对斑马鱼运动行为的影响

　 　 连续暴露 ＩＮＨ ３ ｄꎬ实验记录斑马鱼幼鱼的行为轨迹ꎬ轨迹时间设定为 １０ ｍｉｎꎮ 结果如图 ６ 所示ꎬ低剂量
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(１~４ ｍｍｏｌ / Ｌ)暴露组幼鱼与空白对照组幼鱼相比ꎬ自发运动轨迹无显著性差异ꎮ 随着给药浓度的增加和给

药时间的延长ꎬ高剂量组(≥６ ｍｍｏｌ / Ｌ)幼鱼越来越不活泼ꎬ触壁反射活动减少ꎬ行为轨迹变短ꎬ说明高剂量

ＩＮＨ 组对斑马鱼幼鱼的运动行为有明显的抑制作用ꎮ
行为学实验研究参数包括每条鱼自发运动总距离ꎬ每组鱼平均自发运动总距离和平均速度ꎬ快速、中速、

慢速运动次数以及快速、中速、慢速运动时间ꎬ自发运动参数分析(１０ ｍｉｎ)如图 ７ 所示ꎮ 与空白对照组比ꎬ
１ ｍｍｏｌ / Ｌ组在暴露时间内ꎬ各研究参数无差异性ꎬ幼鱼运动活泼ꎬ主要以慢速和快速游动ꎻ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 组主要

以慢速游动ꎬ慢速运动时间和频率无差异性ꎬ中速运动时间和次数稍微减少ꎻ ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 组在给药 ４８ ｈ 内行

为学参数无差异性ꎬ在给药 ７２ ｈ 时ꎬ运动总距离和平均速度、慢速运动速度和次数都有显著差异ꎻ ６ ｍｍｏｌ / Ｌ
组在给药 ２４ ｈ 内行为学参数无差异性ꎬ４８ ｈ、７２ ｈ 时ꎬ运动参数出现差异性ꎻ高剂量组(≥８ ｍｍｏｌ / Ｌ)低速运

动ꎬ运动距离、运动时间和运动次数显著降低ꎬ说明幼鱼活动减少ꎬ行为受抑制ꎮ

图 ６　 暴露于不同浓度 ＩＮＨ 的斑马鱼行为轨迹图

Ｆｉｇ.６　 Ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｓｏｎｉｚｉｄ.

图 ７￣１　 ＩＮＨ 对斑马鱼行为学的影响ꎮ

Ｆｉｇ.７￣１　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｉｓｏｎｉｚｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ
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图 ７￣２　 ＩＮＨ 对斑马鱼行为学的影响ꎮ

Ｆｉｇ.７￣２　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｉｓｏｎｉｚｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ

４　 讨论

ＩＮＨ 作为重要的一线抗结核药ꎬ对细胞内外的结核分枝杆菌都有显著的抑制作用ꎬ但是ꎬ在结核病的治

疗过程中ꎬ患者易出现 ＩＮＨ 造成的不良反应或者耐药性ꎬ从而影响了结核病的治疗[１３]ꎮ ＩＮＨ 的毒性作用机

制至今尚不明确ꎬ有研究认为 ＩＮＨ 导致机体损伤的机理可能与线粒体氧化损伤有关ꎬ其代谢产物形成氧化

应激反应ꎬ引起线粒体中的酶失活ꎬ造成线粒体损伤ꎬ进而影响细胞的正常能量代谢ꎬ造成细胞的大量凋亡ꎬ

形成机体损伤[１４]ꎮ

斑马鱼胚胎及其幼鱼用于研究药物的发育毒性具有独特优势ꎬ其具有体外受精、繁殖周期快、易于饲养

和前期胚胎整体透明等优点[１５￣１６]ꎮ 斑马鱼幼鱼运动行为测定方便、快捷和经济ꎬ比起器官质变后病理学的

检查ꎬ能更直观地反应幼鱼的行为状态和发育的健康程度ꎬ行为活动是评价药物毒性最敏感的指标[１７￣１８]ꎮ

本实验采用不同浓度组 ＩＮＨ(０、１、２、４、６、８、１６ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ对斑马鱼幼鱼持续暴露 ７２ ｈꎬ并记录幼鱼的死

亡率、畸形率和运动行为学轨迹ꎮ 结果表明ꎬ本实验条件下ꎬＩＮＨ 的最大无毒性剂量为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ低剂量

(１~４ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼发育毒性较低ꎬ随着给药剂量的增加和给药时间的延迟ꎬ幼鱼的死亡率

２５



第 ５ 期 邹玉ꎬ等:异烟肼对斑马鱼幼鱼发育毒性及运动行为学的影响

和畸形率呈现剂量和时间依赖性ꎬ造成脊柱弯曲和心腹水肿等多种毒性效应ꎮ 本实验分析了 １０ ｍｉｎ 斑马鱼

幼鱼行为轨迹ꎬ根据行为轨迹的运动速度划分为 ３ 个速度范围:低速(<１.０ ｃｍ / ｓ)、中速(１.０ ~ ６.０ ｃｍ / ｓ)和
高速(>６.０ ｃｍ / ｓ)ꎬ结果发现ꎬ随着 ＩＮＨ 浓度的增高ꎬ 斑马鱼幼鱼的运动轨迹、运动速度和运动次数逐渐减

少ꎬ高剂量(≥６ ｍｍｏｌ / Ｌ)ＩＮＨ 对斑马鱼幼鱼的运动行为有明显抑制作用ꎮ
目前ꎬ关于 ＩＮＨ 的发育毒性及其作用机制研究仍处于初步探索阶段ꎮ 本研究初步探讨了 ＩＮＨ 对斑马鱼

幼鱼发育和运动行为学的影响ꎬ为进一步阐明其发育毒性作用机制奠定了基础ꎬ为指导临床合理用药、促进

其发挥疾病治疗作用起着重要作用ꎮ
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