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摘要:以肝脏绿色荧光转基因斑马鱼 Ｔ３( ｌｆａｂｐ:ＥＧＦＰ )为模型ꎬ研究水环境典型重金属污染物铜(ＣｕＣｌ２)、汞(ＨｇＣｌ２)和铅

(Ｐｂ(Ａｃ) ２)在较低浓度暴露下对仔鱼(７２~１４４ ｈｐｆ)肝脏发育的影响ꎮ 结果显示ꎬ各暴露组存活率均在 ９５％以上ꎻＣｕＣｌ２和
ＨｇＣｌ２在 １ μｍｏｌ / Ｌ 时均能够引起鳔发育或充气异常ꎻ３ 种化合物均能够显著减小肝脏荧光面积和光密度ꎮ 相同暴露浓度

下ꎬＣｕＣｌ２抑制肝脏发育的能力强于 Ｐｂ(Ａｃ) ２ 和 ＨｇＣｌ２ꎬ但 ＨｇＣｌ２ 在 ０.０１ μｍｏｌ / Ｌ 时就能够显著抑制肝脏发育ꎻＣｕＣｌ２ 和
Ｐｂ(Ａｃ) ２抑制ｌｆａｂｐ 表达量的能力强于 ＨｇＣｌ２ꎬ且 Ｐｂ(Ａｃ) ２ 在 ０.０１ μｍｏｌ / Ｌ 时就能够显著抑制 ｌｆａｂｐ 表达ꎮ 结果表明ꎬ３ 种

重金属化合物均能够显著抑制肝脏发育ꎻ转基因斑马鱼仔鱼可以作为检测环境污染物肝脏发育毒性的首选模型ꎮ
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ａｃｅｔａｔｅ) ｏｎ ｌｉｖｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ (７２~１４４ ｈｐｆ) ｗｉｔｈ ａ ｌｉｖｅｒ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ Ｔ３ ( ｌｆａｂｐ:
ＥＧＦＰ) ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｒｅ ａｌｌ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％. ＣｕＣｌ２ ａｎｄ ＨｇＣｌ２ ｏｆ １ μｍｏｌ / Ｌ
ｃａｎ ａｌｌ ｃａｕｓｅ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ ｏｆ ｓｗｉｍｂｌａｄｄｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ｏｒ ｉｎｆｌａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｃａｎ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ
ｌｉｖｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｒｅａ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ. ＣｕＣｌ２ ｈａｓ ｍｏｒｅ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ｌｉｖｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ｔｈａｎ
Ｐｂ(Ａｃ) ２ａｎｄ ＨｇＣｌ２ ｕｎｄｅｒ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ＨｇＣｌ２ ｏｆ ０. ０１ μｍｏｌ / Ｌ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｌｉｖｅｒ ｇｒｏｗｔｈ.
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｆａｂｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｕＣｌ２ ａｎｄ Ｐｂ(Ａｃ) ２ ｉｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｔ ｏｆ ＨｇＣｌ２ . Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ Ｐｂ(Ａｃ) ２ ｏｆ ０.０１ μｍｏｌ / Ｌ
ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｆａｂｐ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｃａｎ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｌｉｖｅｒ
ｇｒｏｗｔｈ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｃａｎ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｐｒｉｏｒｉｔｙ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓ ｃａｕｓｅｄ ｌｉｖｅｒ
ｇｒｏｗｔｈ ｔｏｘｉｃｉｔｙ.
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ∶ ｃｏｐｐｅｒꎻ ｍｅｒｃｕｒｙꎻ ｌｅａｄꎻ ｚｅｂｒａｆｉｓｈꎻ ｌａｒｖａｅꎻ ｌｉｖｅｒ ｇｒｏｗｔｈ

　 　 重金属是水环境中的典型污染物ꎬ目前水体突发性重金属污染事故时有发生ꎬ主要的污染物有铜、汞、
铅、镉、铬和镍等[１￣２]ꎮ 水环境重金属污染严重威胁水生生物健康和生存ꎬ鱼类作为水环境中较大的脊椎动物

类群ꎬ重金属污染物对其产生的危害引起越来越多的关注[３￣４]ꎮ 鱼类胚胎、仔鱼期等早期发育阶段对重金属

污染较为敏感ꎬ以此为动物模型开展了许多相关的毒理学研究ꎬ且主要集中于急性毒性评价方面ꎬ暴露浓度

水平一般在数百微克每升或数十毫克每升级别ꎬ评价指标包括致死率、孵化率以及水肿、脊柱弯曲等[５￣１０]ꎮ
然而重金属污染物在水体中的含量相对较低ꎬ一般在 １００ μｇ / Ｌ 以下[１１￣１３]ꎬ其在低剂量下对亚个体水平(如
器官、组织水平等)产生的毒性效应尚不清楚ꎮ 肝脏是鱼体重要的代谢和解毒器官ꎬ为鱼类早期阶段发育提

供能量并降低外源毒物的毒性效应ꎬ而重金属对鱼类早期阶段肝脏发育的影响尚不明确ꎮ 因此ꎬ开展较低剂

量重金属暴露对鱼类早期肝脏发育影响的研究具有重要意义ꎮ
斑马鱼(Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)是良好的实验动物模型ꎬ已被广泛应用于药物毒理学、生态毒理学、环境监测以及

疾病研究等科研领域[１４￣１８]ꎮ 与细胞及哺乳类实验动物相比ꎬ斑马鱼及其胚胎在肝脏毒性方面的应用更加符

合国际上倡导的毒理实验 ３Ｒ 原则(Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔꎬ Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ) [１９]ꎮ 随着诸多转基因模型的建

立ꎬ斑马鱼在相关研究领域的应用变得更加广泛ꎮ 张云等[２０] 以发育 ７２ ｈｐｆ 的肝脏荧光转基因斑马鱼仔鱼

Ｔｇ( ｌｆａｂｐ :ＥＧＦＰ )为模型ꎬ研究了对乙酰氨基酚对仔鱼肝脏的毒性ꎮ 端正花等[２１]也以肝脏转基因斑马鱼 Ｔｇ
( ｌｆａｂｐ１０ａ: ｄｓＲｅｄꎻ ｅｌａＡ:ＥＧＦＰ )为模型ꎬ研究了环境中苯并三唑及其衍生物与重金属镉对斑马鱼的单独与

联合肝脏毒性效应ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２２]发现对乙酰氨基酚、利福平和阿司匹林等肝脏细胞损伤毒性物质的暴露与

转基因斑马鱼品系Ｔｇ ( ｌｆａｂｐ１０ａ: ｄｓＲｅｄꎻ ｅｌａＡ: ＥＧＦＰ )肝脏荧光量表达的降低存在显著的剂量￣效应关系ꎮ
本文选取典型重金属化合物氯化铜(ＣｕＣｌ２)、氯化汞(ＨｇＣｌ２)和醋酸铅 Ｐｂ(Ａｃ) ２作为研究对象ꎬ以肝脏

荧光转基因斑马鱼为模型ꎬ研究了 ３ 种重金属化合物在低浓度暴露下对斑马鱼仔鱼肝脏发育的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验鱼及胚胎

本实验采用肝脏绿色荧光转基因斑马鱼 Ｔ３( ｌｆａｂｐ:ＥＧＦＰ)ꎬ具体养殖和繁殖操作参照文献[２３]方法ꎮ 成

鱼在 ２８ ℃、照明 /黑暗(１４ / １０ ｈ)条件下分开饲养ꎬ每天定时投喂颗粒饵料和活丰年虾ꎮ 于实验开始前一天

下午ꎬ取健康性成熟的 Ｔ３ 斑马鱼ꎬ按雌雄 １ ∶ ２ 的比例放入交配缸内ꎬ雌雄用隔板分开ꎬ次日灯光开启后抽隔

板ꎬ雌雄追尾交配产卵ꎮ 收集受精卵并用亚甲基蓝溶液消毒ꎬ再用胚胎培养水清洗后培养ꎬ光照周期和培养

温度同成年斑马鱼ꎮ 每天换新鲜培养水ꎬ并及时将死卵和卵壳清除ꎮ 养至 ７２ ｈｐｆꎬ依据国家标准 ＧＢ / Ｔ
２１８０７—２００８ 化学品 鱼类胚胎和卵黄囊仔鱼阶段的短期毒性试验 [２４]对孵化、存活和畸形情况进行评价ꎮ
在相关指标符合国标要求的条件下ꎬ挑选孵化出的健康个体进行后续暴露实验ꎮ
１.２　 试剂及仪器

考虑到暴露液浓度稳定性和均一性ꎬ本实验重金属均选用其易溶性盐或其盐的水合物ꎮ ＨｇＣｌ２(纯度

９９.９％)购自西亚化学工业有限公司ꎻ Ｐｂ(Ａｃ) ２３Ｈ２Ｏ(纯度 ９９.９９８％)和 ＣｕＣｌ２２Ｈ２Ｏ(纯度 ９９.９９％)均购

自 Ａｌａｄｄｉｎ 公司ꎮ 其他均为国产分析纯试剂ꎮ
斑马鱼胚胎培养用水成分为 ０.１７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ꎬ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ０.１６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ꎮ

仔鱼拍照前先用 ０.１５ ｍｇ / Ｌ ＭＳ￣２２２(间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐)麻醉ꎬ于 ４％甲基纤维素中固定拍照ꎮ
显微观察和拍照使用奥林巴斯(Ｏｌｙｍｐｕｓ)ＳＺＸ￣１６ 荧光体视显微镜和 ＦＳＸ￣１００ 多功能显微成像工作站ꎮ

斑马鱼成鱼饲养系统为北京爱生科技有限公司设备ꎬ胚胎和仔鱼在控温型光照培养箱中培养ꎮ

５５
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１.３　 暴露及评价方法

考虑到简化流程和操作等要求ꎬ本研究采用已经成熟化的暴露评价方案[２０]ꎮ 在斑马鱼发育至 ７２ ｈｐｆꎬ
挑选发育正常的斑马鱼仔鱼ꎬ移入 ６ 孔板中ꎬ每孔 １５ 尾仔鱼ꎮ 根据预实验ꎬ设定 ３ 种重金属化合物暴露浓度

均为 ０、０.０１、０.１ 和 １ μｍｏｌ / Ｌꎬ暴露液均用胚胎养殖水配制ꎬ每孔加 ５ ｍＬ 暴露液ꎬ每个浓度组设 ３ 个平行孔ꎮ
随后于光照培养箱中恒温(２８ ℃)培养ꎬ每 ２４ ｈ 换液一次ꎮ 暴露至 １４４ ｈｐｆ 时ꎬ观察记录各实验组仔鱼的形

态和肝脏损伤情况ꎮ 于 ＦＳＸ￣１００ 显微镜下对肝脏侧面进行拍照ꎬ采用 ＦＳＸ￣ＢＳＷ 软件对照片进行处理ꎬ并用

Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ ｐｌｕｓ ５.１ 软件测定肝脏荧光面积(Ａｒｅａ)和荧光光密度(ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＩＯＤ)ꎮ
１.４　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ １６.０ 软件对数据进行统计学分析ꎮ 采用单因素方差分析法(Ｏｎｅ ｗａｙ￣ＡＮＯＶＡ)对不同处理组

数据进行组间差异显著性分析ꎻＰ < ０.０５(∗)ꎬ表示差异显著ꎻＰ < ０.０１(∗∗)ꎬ表示差异极显著ꎮ 采用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０ 软件作图ꎬ数据表示为 ｘ ± ｓ ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 实验仔鱼 ７２ ｈｐｆ 基本指标

发育至 ７２ ｈｐｆꎬ仔鱼存活率为 ９０.１％ꎬ孵化率为 ８８.８％ꎬ未见明显畸形个体ꎮ 以上数据均符合相关国家标

准(ＧＢ / Ｔ ２１８０７—２００８)对斑马鱼胚胎和卵黄囊仔鱼阶段存活率、孵化率的要求ꎮ
２.２　 重金属暴露对仔鱼存活和形态的影响

经过 ７２~１４４ ｈｐｆ 暴露ꎬ不同处理组仔鱼的存活率和畸形率结果见表 １ꎮ 对照组存活率为 １００％ꎮ 染毒组

存活率均在 ９５％以上ꎬ与对照组相比无显著性差异ꎮ 对照组个体无畸形现象出现ꎻＣｕＣｌ２和 ＨｇＣｌ２最高浓度

组畸形率分别为 ７１.１％和 ２０.０％ꎬ表现为无鳔或鳔不充气状态ꎬ与对照组相比差异极显著ꎮ 其余组亦有部分

个体无鳔或鳔不充气ꎬ但无统计学差异ꎮ

表 １　 ＣｕＣｌ２、ＨｇＣｌ２、Ｐｂ(Ａｃ) ２和对照组仔鱼在 １４４ ｈｐｆ 时的存活率和畸形率

Ｔａｂｌｅ１　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＣｕＣｌ２ꎬ ＨｇＣｌ２ꎬ Ｐｂ(Ａｃ) ２ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ １４４ ｈｐｆ

组别 浓度 / (μｍｏｌ / Ｌ) 存活率 / ％ 畸形率 / ％

对照组 ￣ １００.０±０.０ ０.０±０.０

０.０１ ９５.６±７.７ ０.０±０.０

ＣｕＣｌ２ ０.１ ９７.８±３.９ ２.２±３.９

１ ９５.６±７.７ ７１.１±３.８∗∗

０.０１ １００.０±０.０ ０.０±０.０

ＨｇＣｌ２ ０.１ １００.０±０.０ ２.２±３.９

１ ９７.８±３.９ ２０.０±６.７∗∗

０.０１ ９７.８±３.９ ２.２±３.９

Ｐｂ(Ａｃ) ２ ０.１ １００.０±０.０ ２.２±３.９

１ ９７.８±３.９ ２.２±３.９

　 　 注:∗∗ 表示 Ｐ < ０.０１ꎮ

为了更为直观地展现染毒组畸形个体的形态ꎬ我们对各组异常个体进行了相差显微拍照记录ꎮ 如图 １
所示ꎬ对照组个体形态正常ꎬ仔鱼发育良好 (Ａ)ꎬ白色箭头所指部位从左到右依次为鳔、肠和肝脏ꎻ而
ＣｕＣｌ２￣１ μｍｏｌ / Ｌ组部分个体无鳔(Ｂ 和 Ｃ)ꎬ肝脏和肠道出现病变(Ｂꎬ白色箭头指示部位)ꎬ体表出现类似增生

(Ｃ 和 Ｄꎬ白色箭头指示部位)ꎮ
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Ａ 对照组个体ꎻＢ、Ｃ、Ｄ 均为 ＣｕＣｌ２ ￣１ μｍｏｌ / Ｌ 组ꎬ其中 Ｂ 为无鳔且肝脏异常个体ꎬ

Ｃ 为无鳔、增生个体ꎬＤ 为有鳔、增生个体

图 １　 对照组和 ＣｕＣｌ２ ￣１ μｍｏｌ / Ｌ 组仔鱼 １４４ ｈｐｆ 时的形态

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌａｒｖａｅ ａｔ １４４ ｈｐｆ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＣｕＣｌ２ ￣１ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐｓ

２.３　 重金属暴露对肝脏发育的影响

通过荧光显微观察ꎬ检测重金属暴露对肝脏发育和 ｌｆａｂｐ 表达情况ꎮ 与对照组相比ꎬ重金属暴露导致肝

脏显著减小ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ图中列出了对照组和各重金属最高浓度组个体的明视场￣荧光叠加图片ꎬ白色箭

头所指部位为肝脏ꎬ从图中可以看出暴露组肝脏荧光面积和亮度明显减小ꎮ

图 ２　 ＣｕＣｌ２、ＨｇＣｌ２、Ｐｂ(Ａｃ) ２最高浓度组和对照组的肝脏荧光图片

Ｆｉｇ.２　 Ｌｉｖｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＣｕＣｌ２ꎬ ＨｇＣｌ２ꎬ

Ｐｂ(Ａｃ) ２ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ

对各个处理组的部分个体进行荧光拍照ꎬ测量了肝脏侧面荧光面积(Ａｒｅａ)和荧光光密度( ＩＯＤ)ꎮ 如

图 ３所示ꎬ与对照组相比ꎬＣｕＣｌ２(０. １ 和 １ μｍｏｌ / Ｌ)和 Ｐｂ(Ａｃ) ２(０.１ 和 １ μｍｏｌ / Ｌ)暴露组肝脏荧光面积均显著

减小ꎬ且呈现一定的剂量￣效应关系ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ与对照组相比ꎬＣｕＣｌ２(１ μｍｏｌ / Ｌ)和 Ｐｂ(Ａｃ) ２(０.０１、０.１ 和

１ μｍｏｌ / Ｌ)暴露组肝脏荧光光密度均显著减小ꎬ且呈现一定的剂量￣效应关系ꎮ ＨｇＣｌ２各暴露组肝脏荧光光密

度也呈现减小趋势ꎬ但无统计学差异ꎮ 肝脏荧光面积结果表明ꎬ上述 ３ 种重金属化合物暴露显著影响了肝脏

发育ꎬ导致肝脏显著小于对照组ꎮ 肝脏荧光光密度结果表明ꎬ上述 ３ 种重金属化合物暴露显著影响了肝脏

ｌｆａｂｐ 的正常表达ꎬ从而影响了肝脏的生理学功能ꎮ 相同暴露浓度下ꎬＣｕＣｌ２对肝脏发育大小的负面影响比

Ｐｂ(Ａｃ) ２和 ＨｇＣｌ２强ꎬ但 ＨｇＣｌ２在 ０.０１ μｍｏｌ / Ｌ 时就能够显著抑制肝脏发育ꎻＣｕＣｌ２和 Ｐｂ(Ａｃ) ２抑制 ｌｆａｂｐ 表达

量的能力比 ＨｇＣｌ２强ꎬ且 Ｐｂ(Ａｃ) ２在 ０.０１ μｍｏｌ / Ｌ 时就能够显著抑制 ｌｆａｂｐ 表达ꎮ
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图 ３　 ＣｕＣｌ２、ＨｇＣｌ２、Ｐｂ(Ａｃ) ２组和对照组肝脏荧光面积

Ｆｉｇ.３　 Ｌｉｖｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｒｅａｓ ｏｆ ＣｕＣｌ２ꎬ ＨｇＣｌ２ꎬ Ｐｂ(Ａｃ) ２ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ

图 ４　 ＣｕＣｌ２、ＨｇＣｌ２、Ｐｂ(Ａｃ) ２组和对照组肝脏荧光光密度(ＩＯＤ)

Ｆｉｇ.４　 Ｌｉｖｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＩＯＤ ｏｆ ＣｕＣｌ２ꎬ ＨｇＣｌ２ꎬ Ｐｂ(Ａｃ) ２ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ

３　 讨论

本研究丰富了转基因斑马鱼在快速评价肝脏发育毒性方面的应用ꎬ能够为评估不同重金属化合物对水

生脊椎动物早期发育阶段的肝脏毒性提供参考ꎬ为综合评价水环境重金属污染物的毒性效应和环境健康风

险提供了科学依据ꎮ 本文以肝脏绿色转基因荧光斑马鱼 Ｔ３( ｌｆａｂｐ:ＥＧＦＰ)为模型ꎬ研究了 ３ 种重金属化合物

(ＣｕＣｌ２、ＨｇＣｌ２和 Ｐｂ(Ａｃ) ２)在不显著引起死亡率上升的浓度下对仔鱼肝脏发育的影响ꎮ 发育至 ７２ ｈｐｆ 的仔

鱼存活率和孵化率均满足相关标准要求ꎬ为实验结果的可靠性提供了保障ꎮ 经过 ７２ ~ １４４ ｈｐｆ 暴露期后ꎬ各
组存活率均在 ９５％以上ꎬ与对照组相比无显著性差异ꎮ １ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＣｕＣｌ２和 ＨｇＣｌ２暴露能够分别引起 ７１.１％
和 ２０.０％的个体无鳔或鳔不充气ꎬ这与之前文献报道的 ２.５６ μｇ / Ｌ ＣｕＳＯ４暴露引起 ６５.６％个体鳔缺失的结果

类似[２５]ꎮ
与以往单纯测量荧光强度不同[２０－２１]ꎬ本研究分别对肝脏侧面荧光面积和荧光密度进行了测量ꎮ 荧光面

积大小代表肝脏发育大小ꎬ荧光密度强弱代表 ｌｆａｂｐ 表达量的高低ꎬ间接反映了肝脏功能发育是否完善ꎮ Ｃｕ、
Ｈｇ 和 Ｐｂ 都能够显著减小肝脏荧光面积ꎬ说明 ３ 种重金属化合物均能够显著抑制肝脏的发育ꎮ 斑马鱼肝型

脂肪酸结合蛋白相关基因 ｌｆａｂｐ 是脂肪酸结合蛋白家族(Ｌ￣ＦＡＢＰ)的重要成员之一ꎬＬ￣ＦＡＢＰ 不但可转运脂肪

酸ꎬ为细胞生长提供能源及原材料ꎬ还可以结合和转运各种配体、参与细胞内的信号转导、影响有丝分裂ꎬ同
时还具有抗氧化的功能[２１]ꎮ Ｃｕ 和 Ｐｂ 能够显著抑制 ｌｆａｂｐ 的表达ꎮ 虽然 Ｈｇ 的抑制作用无统计学差异ꎬ但抑

制趋势呈现一定的剂量效应关系ꎮ 通过分析可以得出ꎬ３ 种重金属化合物都具有抑制仔鱼肝脏正常生理功

能的作用ꎬ肝脏细胞受到不同程度的损伤ꎬ不同金属的毒性特点不一样ꎬ且 Ｐｂ 的抑制作用强于 Ｃｕ 和 Ｈｇꎮ
在 ７２ ｈｐｆ 时仔鱼肝脏基本形成ꎬ此后肝脏会继续长大[２６]ꎮ 为了便于实验操作ꎬ并结合之前本方案的成

功应用经验[２０]ꎬ本研究选择的暴露期为 ７２~１４４ ｈｐｆꎮ 这个时期内肝脏将行使代谢功能ꎬ消化吸收卵黄囊的

营养物质ꎬ肝体继续长大ꎬ有利于特定考察重金属对肝脏发育和功能的影响ꎮ 考虑到持续暴露对肝脏分化发
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育的影响ꎬ以及选择更加敏感的暴露窗口期ꎬ今后的实验将会对 １ ｈｐｆ 内的胚胎进行暴露ꎬ直到 ７２ ｈｐｆ 或
１４４ ｈｐｆꎬ与本文获得的实验结果进行比较ꎬ筛选出更加高效的暴露方案ꎮ

转基因斑马鱼模型在快速评价化学品毒性方面具有显著优势ꎮ 通过建立多种器官、靶点特异的荧光转

基因品系ꎬ优化毒性筛选方案ꎬ并结合分子毒理致毒机制研究ꎬ将为实现快速、高效的污染物毒理学评价和环

境健康风险评估提供有力保障ꎮ 此外ꎬ实际水环境中的污染物种类繁多ꎬ且多种同时存在于同一水体中ꎬ构
成复合污染ꎮ 目前基于鱼类胚胎 /仔鱼模型的复合暴露毒性评价指标也仍然停留在死亡率、孵化率和畸形率

等一般急性毒性指标上[２１ꎬ２７－２８]ꎮ 通过优化复合暴露方法和检测指标ꎬ提高在复合暴露毒性评价中应用相关

转基因斑马鱼品系的可行性ꎬ从而加快对多种污染物复合暴露的风险评价ꎬ将成为下一阶段的重点研究方

向ꎮ
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