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,-.. 对斑马鱼胚胎发育毒性机制的研究进展
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【摘要】二恶英类化合物具有致癌、致畸作用以及心血管神经内分泌毒性。’! 7! 4! 6H 四氯二苯并对二恶英 0,-..1是二恶英类化合

物中毒性最强的一种。本文以二恶英 H 芳香烃受体为主线，从 ,-.. 诱导斑马鱼胚胎下颌发育短小、神经元缺失、抑制总主静脉退化、

抑制红细胞生成、心脏形态和功能缺陷、血液循环障碍、水肿、致死等方面概述了 ,-.. 对斑马鱼胚胎发育毒性机制的研究现状。
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自我国加入《关于持久性有机污染物的斯德哥尔摩公约》0简
称《LMLN 公约》1，人们对环境持久性污染物 0LMLN1 的认识不断加

强，有关二恶英类物质 0 O@$P@BHEQR: GC:>@G?%N ! .,-N1 的研究也受

到重视。除皮肤毒性、生殖毒性、免疫毒性、致癌性之外，二恶英类

物质的胎盘毒性尤为引人注目 S2 T。其中，’! 7! 4! 6H 四氯二苯并对

二恶英 0 ’! 7! 4! 6HE:EU?GC%$U$O@V:BW$HRHO@$P@B，,-..1 毒性最强，同时

也是研究最多的，因此常用 ,-.. 代表二恶英类化合物。

斑马鱼 0 O?B@$ U:U@$ 1 是属于辐鳍亚纲 0 ?GE@B$RE:UQD@@ 1 鲤科

0 GQRU@B@O?: 1短担尼鱼属 0 O?B@$ 1的一种硬骨鱼。2962 年，XEU:@N@BD:U
等 S’ T报道了斑马鱼的体外受精及单倍体诱导技术，建立了纯合品

系，并介绍了斑马鱼的第一个自然突变体 HD$%O:B，至今已证明斑

马鱼是适合用于饱和诱变的唯一的脊椎动物。目前的生命科学研

究中，斑马鱼、人、小鼠是 7 种主要的模式脊椎动物。,-.. 对猴、

兔、豚鼠、大鼠、小鼠、鸡的毒性研究较多，鱼类也是 ,-.. 敏感的

生物之一，特别是在胚胎期。,-.. 对斑马鱼的胚胎发育毒性主要

有：下颌发育短小、神经元缺失、抑制总主静脉退化、抑制红细胞

生成、心脏形态和功能缺陷、血液循环障碍和水肿，最终致死。

! "#$$ 毒性分子生物学机制概述

,-.. 的 毒 性 与 其 诱 导 芳 香 烃 受 体 0 ?UQ% CQOU$G?UV$B
U:G:RE$U，JCI1能力及活化受体结合特异 .)J 区域 0 O@$P@B U:NR$BN:
:%:>:BE ! .I=1 的能力有密切相关性。胞浆中未活化的 JCI 与两

分子热休克蛋白 9(0CNR9(1结合。当 ,-.. 与 JCI 结合后，两分子

CNR9( 从 JCI 上解离使受体构象发生变化，,-..H 芳香烃受体复

合物与芳香烃受体核转位子蛋白 0JC U:G:RE$U BYG%:?U EU?BN%$G?E$U
RU$E:@B ! JI),1 结合形成异型二聚体进入细胞核内，与 .I= 结

合，进而引起一系列基因转录调节的变化，导致毒性反应。目前已

知的 ,-.. 激活的基因表达主要是指细胞色素 &’() 基因超家

族，尤其是 -ZL2J，其他特异的下游靶基因还不清楚。

斑马鱼有两种 JCI0JCI2，JCI’1及多种 JI), 亚型 0JI),’，

JI),21，它们均已被成功克隆和表达。’((( 年，)?N:+@G@YN 等 S7 T提

出了注射吗啡林 0>$URC$%@B$N1修饰性寡核苷酸可产生基因敲除的

斑马鱼，吗啡林有抑制翻译的起始，减少传统反义寡核苷酸非特

异性的效应。使用吗啡林特异敲除斑马鱼 JCI’0 W[JCI’H\M1 和

JI),20 W[JI),H\M1 能 够 阻 断 ,-.. 对 -ZL2J 的 诱 导 及 多 种

,-.. 毒性终点。值得注意的是 W[JCI’H\M 不能使 ,-.. 染毒的

胚胎免于死亡，只能将死亡出现推迟 <6 C S< T。另有证据表明斑马

鱼发育毒性与 JI),’ 无关 S3 T。

% "#$$ 对斑马鱼胚胎毒性的分子生物学机制

%& ! 下颌发育短小

Z?BD 等 S* T 证实斑马鱼下颌发育短小与 N$B@G C:OD:C$D 0 *++ 1
基因表达相关联。]@U$^@ 等 S4 5 6 T 发现 ,-.. 染毒加强了斑马鱼

JCI’ >I)J 的表达，并且 ,-.. 染毒引起的 NCC 下调依赖于

JCI’ 受体。失去 NCC 信号的突变体，表现出类似于 ,-.. 诱导的

下颌发育迟缓 S9 T。进一步的机制研究表明，,-.. 可引起细胞增殖

的显著降低，但并不引起下颌部细胞凋亡的显著增加 S4 T。综上所

述，,-.. 引起下颌发育短小是 JCI’ 介导的 *++ 基因表达的降低

及欠缺，进一步引起下颌部细胞增殖的降低致下颌发育短小。

但 ,-.. 并未引起 NCC 的受体 R?EGC:O2 0REG21 表达明显下

调，而 NCC 抑制剂环王巴明 0 GQG%$R?>@B: 1 处理组，REG2 在神经元组

织和下颌的表达明显减少 S4 T。同时，与 ,-.. 不同，NCC 抑制剂可

同时引起细胞增殖降低和凋亡增加 S* 56 T。由此推论，,-.. 引起斑

马鱼下颌发育短小不仅因为影响 NCC 表达，还可能影响其他基

因。_$$N:G$@O 0 !$, 1基因在鼠、斑马鱼和人类中高度保守，该基因

的缺失或突变可以导致颅面部的多种畸形，研究发现染毒斑马鱼
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胚胎 %$ ’() *受精后 %$ ’+ !$& 基因表达量的显著减少 ,- ./ 0。

!" ! 神经元缺失

1233 染毒可引起斑马鱼仔鱼脑部神经元的显著缺失，在此

过程中 1233 首先对头部细胞凋亡产生强烈抑制，至 4- ’() 细胞

凋亡才开始有所增加，-$ ’() &$$ ((5 1233 染毒组细胞凋亡比

对照组表现的更为广泛 ,&$ 0。最初 1233 对细胞凋亡的强烈抑制，

可能阻碍正常神经组织通过凋亡进行的重建 * 6789:576;<= +，使大

脑失去功能，导致后期凋亡的增加。

1233 染毒组斑马鱼大脑的 >’?# 和 >?@1# 表达增加，但

2AB&> 没有在斑马鱼脑部、脊髓和感觉器官出现 ,&& 0。4$$ ((5
1233 染毒组和对照组，在 #C，C-，D# ’() 分别对多种涉及脑部和

眼部图式发育的基因如 ’()*+,、-./0.、-./1.、(2*13、*456、7896、
.8:3、,3/6.、,9/;3、8:: 进行 EB%F?@> 探针全组织原位杂交，观察

发现仅鳃弓的 GHIJK 在 D# ’() 表达显现出明显不同 ,&$ 0。

使用 <7L6M=7<;<&，:’’ 特异性表达绿色荧光蛋白 *NOB+的转基

因斑马鱼 * <7L6M=&P =)( ! :’’ P =)(+研究发现，对神经系统的毒性作用

与 ’()*+2(’7’6，8:: 基因的表达减少相关 ,&$ 0。<7L6M=7<;<& 是斑马鱼

基底前脑多巴胺能神经元的决定子，由保守的锌指蛋白 1M) Q O7RH
调节。:’’ 是中枢神经系统细胞分化和增殖重要的调节器。

<7L6M=7<;<& 在脑区和 :’’ 在下丘脑和眼部表达的减少表明 1233
引起的神经毒性在不同的神经元群可能通过不同的基因表达通

路介导。

!" # 循环系统

!" #" $ 总主静脉退化抑制 R)>’?#FST 能保护 & <= Q8H 浓

度的 1233 对总主静脉 *22U+退化的阻碍 ,&# 0。说明 1233 引起的

22U 退化是 >’?# 依赖的。但高浓度的 1233 能消除 R)>’?#FST
的作用，可能是因为 R)>’?#FST 不能完全阻断 >’?# 表达，或是因

为高浓度 1233 阻碍血管退化的机制改变。无论是对照组还是染

毒组在 22U 区域内均没有观察到凋亡细胞。

!" #" ! 心脏毒性 使用吗啡林特异阻断 R)>’?#，R)>?@1&，

R)>?@1#，R)2AB&> 表达，发现阻断 R)>’?#，R)>?@1& 表达，不会导

致 1233 染毒的仔鱼心脏形态改变，心肌数量减少，心输出量降

低及心室停顿。而阻断 R)>?@1#，R)2AB&> 不能对抗 1233 诱导的

心脏毒性 ,&J 0。

为了分辨 1233 心血管毒性作用中可能涉及的基因，构建

V3@> 微阵列 ,&C 0，试验结果显示细胞色素 BC4$*2AB+ &>! &W& 及

其它 >’? 基因组 * =7<7 K95576X + 成员，均可被 1233 强烈诱导且呈

剂量依赖性。更重要的是肌小节原件 *心脏肌钙蛋白 1# 和多种肌

球蛋白亚型 + 表达的改变，这与 1233 引起扩张性心肌病的假说

一致。而线粒体能量转移基因 *8;5MV’M<G6;9H 7<76=X 569<:)76 =7<7:+
的表达水平升高也可能与心肌病相关。其它主要的 1233 反应基

因还涉及脂肪酸，甾类代谢酶，核糖体，信号转导蛋白，未知蛋白

同系物的 &- 表达序列标签 * &- 7I(67::7G :7YL7<V7 59=: ! ZE1:+。
!" #" # 红细胞生成抑制 与斑马鱼造血有关的转录因子

与其它的哺乳动物具有高度的同源性。如 :VH 可诱导造血与血管

组织的生成，<9+<:( 基因决定血管内皮细胞干细胞的形成 ,&4 0。

1233 对 D# ’() 前 早 期 的 造 血 细 胞 标 记 物 *N>1>F&!
N>1>F#+的表达没有影响。使用 :VH 突变体研究表明 :VH 直到定向

造血才起作用。1233 能轻微阻滞表达 :VH 的血细胞从中间细胞群

或肾节到背侧肠系膜和背主动脉的迁移 ,&% 0。

!" #" % 中脑循环障碍 对中脑染色观察发现 1233 染毒

可以显著升高背侧中脑视顶盖核固缩细胞的死亡率，这些核固缩

细胞的超微结构表现出凋亡特征，如核固缩和核分裂 ,&D 0。3M<=
等 ,&- 0也观察到 1233 在 %$ ’() 时引起细胞凋亡，但是并没有发现

中脑血管上皮的细胞凋亡。中脑细胞凋亡的发生率与这些区域的

血流变化负相关 * * [ . $\ /&+。3M<= 等 ,&D .&- 0对中脑局部循环障碍

和细胞凋亡的发生机制进行深入研究，发现 4$ ’()，在产生中脑

血流减少和凋亡增加的浓度范围内，1233 可加强中脑血管和心

脏的血管上皮细胞 2AB&> 8?@> 的表达和免疫反应活性，但不

影响脑实质细胞。1233 对中脑循环和细胞凋亡的影响，既可被

>’? 激动剂 *!F 萘黄酮 ! W@O+ 模拟，也可被 >’? 抑制剂 *"F 萘黄

酮 ! >@O+阻断。细胞色素 BC4$ 抑制剂 *咪康唑 ! E]O4#4+或抗氧化

剂 *@F 乙酰半胱氨酸 ! U;5 2+ 也能抑制 1233 的作用，并且

E]O4#4 对 1233 作用的阻断比咪康唑更有效。

半胱天冬酶抑制剂 F̂U>3FOS] 能消除细胞凋亡，但不能消

除血流的减少，说明半胱天冬酶只涉及凋亡作用，与血流无关。另

外，1233 提高了背侧中脑血管对白蛋白的通透性，也可以被

>’?#FST 和 @F 乙酰半胱氨酸阻断。

使用 R)>’?#FST，R)2AB&>FST 均能阻断 1233 的作用 ,&/ 0。但

随着 1233 剂量的升高，>’?#FST 对中脑上皮细胞 2AB&> 诱导的

阻断效果变差，但对皮肤和原肺 * K69<V’M=7<;V (6;8M6G;9H + 的

2AB&> 诱导仍能被有效的阻断。>’?#FST 的作用随处理时间而降

低，/% ’() ，>’?#FST 完全失去对抗 1233 的作用。

以上可见，1233 诱导的中脑细胞凋亡继发于中脑循环障

碍。局部循环障碍与 >’? 的激活诱导 2AB&> 和氧化应激反应相

关。同时也证明了血管内皮细胞是 1233 引起中脑循环障碍和凋

亡的靶部位，且不同浓度，不同部位 1233 的作用机制不同。

!" #" & 血液循环与水肿 自高水平的 2AB&> 在上皮鉴定

后，众多证据表明 >’? 在鱼类的血管上皮细胞存在，上皮被认为

是 >’? 激动剂可能的毒作用位点。2AB&> 抗体染色发现 1233
染毒群在血管上皮看到极强的阳性反应，对 2AB&> 的诱导作用

被 R)>’?#FST 和 R)2AB&>FST 显著抑制，表明 1233 对斑马鱼胚

胎的循环系统的损坏作用与 >’?#，2AB&> 相关联 ,#$ 0。在猪培养

血管上皮细胞，具有芳基受体 >’? 活性的二恶英类 B2WDD 引起

脂 的 过 氧 化 ， 内 皮 细 胞 透 过 性 增 加 以 及 2AB&> 的 显 著 增

加 ,#& .## 0。

由此推论，1233 以 >’? 为媒介诱导 2AB&>，引起血管的氧

化应力，致使血管的透过性增大，最后引起血流的延缓和水肿。

虽然 2AB&> 在皮肤也有表达，可能与 1233 对作为水屏障的

皮肤的毒性有关 ,&& 0，但现在的研究还没有发现 1233 对皮肤

2AB&> 的诱导，只有证据表明 R)>’#FST 的斑马鱼胚胎 1233 染毒

不出现水肿 ,4 0。

_;6M‘; 等 ,- 0 认为血流的减少可能会使发育中原肾的滤过作

用降低，进而导致水肿，但 >G6;9< 的研究并未发现肾功能的改

变 ,&# 0。 87= 6、-./1.、>46 基因是斑马鱼和高等脊椎动物肾发生必

要的调节基因。1233 & <= Q8H 和 4 <= Q8H 染毒组没有造成肾发

生期这些基因表达的改变，没有破坏顶端细胞的极性，@9 a Q ] a

>1B9:7 仍位于肾小管上皮细胞基底外侧表面。将荧光标记的葡聚

! " ! #
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糖注入血液，对照组和染毒组均可见正常滤过。虽然 ,* -./，横切

面显示 0122 染毒的肾小球呈扁平状，但已证明是继发于水

肿 3’4 5。

水肿是原发还是继发于循环系统毒性还需要进一步研究。

! 展望

目前已经较广泛的研究了 0122 对斑马鱼胚胎的毒性芳香

烃受体机制。但对于 0122 对胚胎发育毒性的机制，还有很多问

题有待进一步研究。例如，细胞凋亡在毒性发生发展过程中的作

用；芳香烃受体通路的下游信号转导方式；不同位点、不同作用时

期、不同染毒浓度 0122 毒性机制的变化；除芳香烃受体通路外

的其它作用机制等等。

工业的发展使水源污染问题日趋加重，严重威胁着人们的健

康。对水域污染进行监测及全面了解水污染情况是解决水源污染

的首要前提。随着转基因技术的发展，已有实验室通过针对不同

污染物作用的不同启动子，启动表达荧光蛋白的基因，培育出一

些在特定条件下显示绿色或红色荧光的转基因斑马鱼，对污染物

进行直观的监测。随着研究的深入，如何根据斑马鱼胚胎对 0122
最为敏感的毒性终点，发现敏感的基因或蛋白，应用分子生物学

技术实现对环境 0122 含量的监测，更具现实意义。

随着对斑马鱼认识的深入和相关分子生物学技术的飞速发

展，斑马鱼在此领域将会有更广阔的发展空间。
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