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林丹短期暴露对斑马鱼生长发育和繁殖的影响
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摘要: 以斑马鱼为受试生物,研究在低浓度 ( 0� 005、0�05、0�5 �g L- 1 )林丹暴露条件下, 林丹对斑马鱼体长、体

质量、肝脏指数、性腺指数、产卵量和受精率的影响。结果显示,经 14 d暴露后, 处理组斑马鱼体长和体质量与空

白对照组或溶剂对照组之间差异不显著;与空白对照组和溶剂对照组相比 , 0�5 �g L - 1处理组雄性和雌性斑马鱼

肝脏指数均显著增加 (P < 0� 05), 雄性斑马鱼性腺指数显著降低 ( P < 0�05) ,其他处理组无明显变化;林丹对斑马

鱼产卵量和受精率表现出明显的抑制作用,与空白对照组相比, 0�05和 0� 5�g L- 1处理组斑马鱼平均产卵量和

受精率均极显著降低 (P < 0� 01)。该研究表明林丹具有环境内分泌干扰物特性,在低浓度暴露条件下可对斑马鱼

的生长发育和繁殖产生一定抑制影响。
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Effec ts of Short�Term Exposure to L indane on Grow th and Reproduction of Zebrafish. WU D i1, SHAN Zheng�jun2,
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Abstract: Effects o f expo sure to low concentrations ( 0�005、0� 05、0� 5�g L- 1 ) of lindane on body length, bodyw e ight,

hepa ticosom a tic index ( HS I), gonadosom atic index ( GS I) , spawn ing and fertilization of zebra fish w ere stud ied. Resu lts

show that after 14 days o f exposure, zebra fish in all the trea tm en ts did no t havem uch d iffe rence from tho se in the contro ls

( w ithout lindane and just w ith so lvent) in body leng th and body we ight. But in T rea tm ent 0� 5�g L- 1, theHSI of both

m a le and fem ale zebrafish increased sign ificantly (P < 0� 05 ) and on ly the GSI of ma le zebrafish decreased sign ificantly

(P < 0� 05), while no obvious changes in the two ind ices were found in the other trea tm ents. Compared w ith w hat was found

in the tw o controls, lindane rem arkab ly inh ibited zebra fish reproduction behav ior and reduced spawning and fertilization rate,

particularly in T rea tm ents 0�05 and 0� 5�g L- 1 ( P < 0�01). The findings dem onstrate that lindane in the env ironm ent is

an endocr ine d isruptor that inhib its to a ce rtain extent the g row th and reproduction of zebrafish at low concentration.
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� � 环境内分泌干扰物 ( endocrine disrupting chem i�
ca ls, EDC s)指能干扰生物体内天然激素 (包括雌激

素、甲状腺素、儿茶酚胺、睾酮等 )的合成、分泌、运

输、结合、作用、代谢或消除,并对生物个体的生殖发

育及行为产生多方面影响的外源化学物质
[ 1]
。由

于这类物质对人类及动物生理机能和繁殖发育产生

了严重影响,近年来受到普遍关注,成为国际研究的

热点之一。

斑马鱼是生态毒理学研究中常用的模式生物。

近年来,有关运用斑马鱼研究环境内分泌干扰物的

报道很多。VANDEN等
[ 2 - 3]
研究表明, 17��乙炔雌

二醇 ( EE2 )能强烈抑制斑马鱼的生长发育和雌鱼的

生殖力,使雌鱼卵巢退化,产卵量减少, 雌雄鱼的性

腺指数 ( GSI)下降;辛基苯酚 ( OP)会影响雌鱼的性

腺指数 ( GS I) ; BR ION等
[ 4 ]
将斑马鱼暴露在 17 �雌

二醇 ( E2 )下,发现斑马鱼的产卵量、孵化率等都受

到一定程度的影响; WEBER等
[ 5]
报道, EE2和壬基

酚会导致斑马鱼成熟精子减少, 三丁基锡等内分泌

干扰物质会使斑马鱼精子质量下降。多氯联苯

( PCBs)通过影响甲状腺的合成,可导致鱼体内甲状

腺水平下降,从而造成鱼类生长缓慢
[ 6]
。

笔者以斑马鱼为研究对象,以林丹为受试药物,

经过 14 d的短期暴露, 研究不同暴露浓度下, 林丹
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对斑马鱼生长发育、肝脏指数、性腺指数、受精率等

的影响。林丹 (又称 !-六六六 )半衰期长 (在 25 !

中性水中,半衰期 > 1 000 d
[ 7 ]

) ,是我国地表水中检

出率较高的农药品种之一。 1998年被美国环境保

护局列入 67种危害人体和生物的 ∀环境内分泌干

扰物#之中。 2009年 5月在瑞士日内瓦举行的斯德

哥尔摩公约缔约方大会第四届会议 ( COP- 4)决定

将林丹列入 ∃斯德哥尔摩公约 %附录 A。我国曾经

是林丹的生产和使用大国, 开展林丹对鱼类生长发

育及生殖影响的研究, 可为林丹的环境管理和污染

控制提供相应的理论依据。

1� 材料与方法

1�1� 供试生物
斑马鱼 ( Brachydanio rerio )由国家环境保护农

药环境评价与污染控制重点实验室提供。选取同一

批卵孵化 120 d后的性成熟个体作为试验用鱼,试

验前将斑马鱼在室温 ( 25 & 1) ! 、t(光 ) ∋t (暗 ) =

16 h ∋8 h条件下驯养 2周,每天定时定量喂食 3次,

驯养期间斑马鱼死亡率不超过 5%。正式试验前分

别测量雌雄鱼体质量和体长, 雄鱼平均体质量为

( 0�43 & 0�02) g,平均体长为 ( 3�69 & 0�07) cm,

雌鱼平均体质量为 ( 0�70 & 0�04) g, 平均体长为

( 3�90 & 0�07) cm。

1�2� 供试药品
林丹标准品 (w = 98�5% )购自德国 DR公司,

丙酮 (分析纯 )购自国药集团化学试剂有限公司。

1�3� 试验方法

� OECD Gu idelines for Testing of Chem icals, 2009. E ffects on B iotic

System s. M ethod 229. F ish Short Term Reproduction Assay, Adopted

S ep. 7, 2009.

1�3�1� 暴露处理
采用经济合作与发展组织 ( OECD)鱼类短期繁

殖试验方法
�
。为保证试验期间药物对鱼类的安全

性,浓度设置要求不超过 ∀( LC50 )的 10%。查阅相

关文献 [ 8- 9]得知林丹对斑马鱼的 ∀( 96 h, LC50 )

约为 100 �g L
- 1

, 笔者主要研究低浓度林丹对斑

马鱼生长发育的影响, 故处理浓度设置为 0�005、

0�05、0�5 �g L
- 1

,助溶剂为丙酮, 每个浓度设置 3

个平行,并设置空白对照和溶剂对照。在玻璃鱼缸

( 40 cm ( 25 cm ( 25 cm )中分别配制上述各浓度的

试验液 15 L, 各处理组丙酮的最大体积分数

应 < 0�1%。分别放置 20条斑马鱼 (雌雄各一半 )

于各处理组及对照组鱼缸中,试验采用每隔 24 h更

换全部药液的半静态方式进行暴露,暴露周期为 14

d,暴露期间每天喂食 3次, 其余条件与驯养期间相

同。试验用水为经活性炭过滤并充分曝气的自来

水,水温为 ( 25 & 1) ! , pH值为 6�5~ 8�5, ∀(溶解

氧 )为 ( 8�5 & 0�5) mg L
- 1
。

1�3�2� 取样及斑马鱼生长发育、繁殖指标的测定
暴露期间,每日待斑马鱼产卵结束后,收集各处

理组及对照组的鱼卵,分别记录各组的产卵量和受

精率,统计 14 d暴露期间各组的产卵总数, 并计算

各组中每对斑马鱼的日平均产卵量。产卵总数为某

处理组或对照组 14 d暴露期间内产卵总粒数。受

精率为受精卵占产卵总数的百分比。

14 d暴露期结束后,于各处理组及对照组鱼缸

中分别取 5尾雌鱼和 5尾雄鱼, 计算平均体质量和

平均体长。各处理组及对照组鱼缸中剩余的 5尾雌

鱼和 5尾雄鱼分别称重后进行解剖, 取肝脏及性腺

进行称重, 并计算肝脏指数 ( hepaticosomatic index,

HS I)和性腺指数 ( gonadosomatic index, GSI)。肝脏

指数和性腺指数的计算公式分别为: 肝脏指数 =

(肝脏质量 /体质量 ) ( 100;性腺指数 = (性腺质量 /

体质量 ) ( 100。

1�4� 数据分析
试验数据均用平均值 &标准差表示, 采用 SPSS

13�0统计软件进行单因素方差分析。

2� 结果与讨论

2�1� 林丹对斑马鱼生长发育的影响
内分泌干扰物质会影响动物的正常生长发育,

特别是对动物的早期生长发育影响比较明显
[ 10- 12]

,

其可通过作用于斑马鱼神经内分泌系统,扰乱生长

激素的合成与分泌。笔者研究结果 (表 1)表明, 暴

露于不同浓度林丹下,在 14 d内斑马鱼体长和体质

量与对照组之间无显著差异 (P > 0�05)。产生此现

象的原因可能与试验用鱼为成熟期斑马鱼, 而内分

泌干扰物质会显著阻碍斑马鱼幼鱼的生长有关; 也

可能是由于试验的诱导时间只有 14 d,而短期诱导

对成熟期斑马鱼体长和体质量的影响并不显著。

2�2� 林丹对斑马鱼肝脏指数 (HSI)的影响

在毒理学试验中 HSI常常作为研究药物对动物

毒性作用的重要指标。暴露于林丹下 14 d后,

0�005、0�05 �g L
- 1
处理组斑马鱼 HSI与对照组相

比均无显著变化,而 0�5 �g L
- 1
处理组雄鱼、雌鱼

的 HS I均显著高于对照组 (P < 0�05)和 0�005、0�05
�g L

- 1
处理组 (P < 0�05) , 且雄鱼、雌鱼 HSI分别

比空白对照组增加 16�2%和 23�5% (图 1)。HSI增

大可能是由于暴露于林丹下斑马鱼肝脏受损, 肝细
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胞出现空泡、肿大、胞质疏松等变化。内分泌干扰物

可使鱼类的肝组织受到损害,部分肝细胞肿大,细胞

核萎缩变形,空泡增加等
[ 8, 13]

,从而使鱼类的 HSI显

著升高。明玺等
[ 8]
对暴露于林丹下的斑马鱼进行

了组织学观察, 发现暴露于 1�0和 10 �g L
- 1
林丹

下 36 d后,斑马鱼肝脏组织结构发生了明显变化,

表现为部分肝细胞肿大, 细胞核萎缩变形, 胞质疏

松, 空泡明显增加, 细胞质中出现脂沉积等; 暴露于

林丹下的虹鳟 (Oncorhynchusmykiss )也出现肝糖原

减少、分散高尔基体改变、次级溶酶体累积等现

象
[ 14]

, 这些结果都表明林丹对斑马鱼肝脏有一定

影响。

表 1� 不同暴露浓度下林丹对斑马鱼体长和体质量的影响

Table 1� Effects of exposure to lindane d ifferen t in concentra tion on body length and weigh t of zebraf ish

∀(林丹 ) /

( �g L- 1 )

雄鱼 雌鱼

体长 / cm 体质量 / g 体长 / cm 体质量 / g

0(空白 ) 3�90 & 0�14a 0�46 & 0�07a 4�02 & 0�24a 0�68 & 0�09a

0(溶剂 ) 3�82 & 0�19a 0�42 & 0�05a 4�00 & 0�16a 0�65 & 0�06a

0�005 3�82 & 0�16a 0�42 & 0�06a 3�92 & 0�21a 0�63 & 0�09a

0�05 3�74 & 0�11a 0�45 & 0�06a 4�02 & 0�14a 0�70 & 0�02a

0�5 3�78 & 0�21a 0�39 & 0�05a 3�98 & 0�08a 0�64 & 0�02a

同一列英文小写字母不同表示处理间某指标差异显著 (P < 0�05) ,反之则差异不显著 (P > 0�05)。

同一幅图中英文小写字母不同表示处理间某指标差异显著 (P < 0� 05), 反之则差异不显著 (P > 0�05)。

图 1� 林丹对斑马鱼肝脏指数的影响

F ig. 1� Effects of exposure to lindane on hepa ticosoma tic index (HSI) of zebrafish

2�3� 林丹对斑马鱼性腺指数 (GSI)的影响

GSI是衡量鱼类生殖功能的重要指标, 适用于

卵生鱼种的雌雄两性。暴露 14 d后, 不同浓度林丹

对雌性斑马鱼的 GSI影响不显著, 而雄性斑马鱼的

GSI随着林丹暴露浓度的增加呈下降趋势, 即使在

0�005 �g L
- 1
较低暴露浓度下也表现出抑制作用,

0�5 �g L
- 1
处理组斑马鱼的 GSI比空白对照组下

降 37�2%, 达显著水平 (P < 0�05) (图 2)。该结果

与前人研究结果一致, SULTAN等
[ 15 ]
研究表明, 内

分泌干扰物可使成年斑马鱼雄鱼 GSI降低, 说明斑

马鱼的下丘脑、垂体或者性腺活动性下降。组织学

研究表明,内分泌干扰物质可抑制雄鱼的性腺发育,

使间质细胞增生, 精子数量减少。内分泌干扰物会

对雄性斑马鱼精巢的发育产生一定程度的抑制作

用,精巢结构发生变化对精子的质量和数量具有直

接影响,从而使斑马鱼繁殖能力下降。但 CH IKAE

等
[ 16]
将鱼苗期的青鳉 ( Oryzias latip es)暴露于林丹

下 21 d,发现雄鱼和雌鱼的 GSI都显著降低
[ 16 ]

,表

明林丹对雄鱼和雌鱼的性腺均有一定影响。与笔者

试验结果略有差异。

2�4� 林丹对斑马鱼产卵量和受精率的影响
产卵量和受精率是衡量鱼类繁殖能力的重要指

标, 能够直接反映外源化合物对鱼类繁殖能力的影

响。由图 3可知, 经林丹暴露 14 d后 0�005 �g 
L

- 1
处理组斑马鱼产卵量与对照组相比无显著差

异。而 0�05和 0�5 �g L
- 1
处理组产卵量均极显著

低于空白对照组 (P < 0�01)和 0�005 �g L
- 1
处理

组 ( P < 0�05 ) , 产卵量分别比空白对照组下降

59�9%和 79�0%。
由图 3可知, 经林丹暴露 14 d后, 0�005 �g 

L
- 1
处理组斑马鱼受精率显著下降 (P < 0�05), 0�05

和 0�5 �g L
- 1
处理组与空白对照组相比差异极显

著 (P < 0�01) , 受精率分别降低 28�5%和 40�4%。
随林丹暴露浓度的升高, 斑马鱼受精率呈逐步降低

趋势。

国内外关于林丹对水生生物生殖能力影响的研
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究也有一些报道。环境内分泌干扰物会对鱼类的繁

殖产生较大影响,使鱼类成熟精子的数量减少,雌鱼

生殖力降低, 产卵量下降
[ 17- 19]

。暴露于林丹中 4

周, 会使鲫鱼 (Carassius auratus )的睾酮生成量减

少, GSI和促性腺素分泌量下降, 而促性腺素分泌量

的下降会抑制鲫鱼性腺的再生
[ 20 ]
。林丹对绿虾

(N eocarid ina den ticulata )的影响表现为可以引起一

些生殖障碍和内分泌功能的紊乱
[ 21 ]
。另外, 对海胆

(Paracentrotus lividus)生殖影响的研究表明,林丹暴

露会损坏海胆的精子,从而降低受精率,并会改变一

些卵细胞内控制有丝分裂和早期生长发育的生化途

径
[ 22]
。笔者试验结果表明林丹对斑马鱼的产卵量

和受精率都有显著的抑制作用,可以推测,林丹影响

了雄性斑马鱼的正常交配行为或精子质量, 从而导

致受精率下降,或是直接或间接抑制了雌鱼卵母细

胞的发育。

同一幅图中英文小写字母不同表示处理间某指标差异显著 (P < 0� 05), 反之则差异不显著 (P > 0�05)。

图 2� 林丹对斑马鱼性腺指数的影响

Fig. 2� Effects of exposure to lindane on gonadosomatic index (GSI) of zebrafish

同一幅图中英文小写字母不同表示处理间某指标差异显著 (P < 0� 05), 反之则差异不显著 (P > 0�05)。

* * 与空白对照组间差异极显著 (P < 0� 01)。

图 3� 林丹对斑马鱼产卵量和受精率的影响

F ig. 3� Effects of exposure to lindane on spawn ing and fertilization rates of zebrafish

3� 结论

( 1)在低浓度 ( 0�005、0�05、0�5�g L
- 1

)林丹

下暴露 14 d,成熟期斑马鱼的体长和体质量与对照

组相比无显著差异 (P > 0�05)。

( 2)在林丹下暴露 14 d, 与空白对照组或溶剂

对照组相比, 0�5 �g L
- 1
处理组雄性和雌性斑马鱼

肝脏指数均显著增加 ( P < 0�05) , 表明肝脏功能受

到一定损害,而 0�005、0�05 �g L
- 1
暴露组斑马鱼

肝脏指数无显著变化 (P > 0�05)。

( 3)经林丹暴露 14 d后,雄性斑马鱼性腺指数

随着林丹暴露浓度的增加呈下降趋势, 即使在

0�005 �g L
- 1
较低暴露浓度下也表现出抑制作用,

与空白和溶剂对照组相比, 0�5 �g L
- 1
处理组雄鱼

性腺指数显著降低 (P < 0�05)。

( 4)经林丹暴露 14 d后, 0�05和 0�5 �g L
- 1

处理组斑马鱼平均产卵量和受精率与空白和溶剂对

照组相比均极显著降低 (P < 0�01), 并且随着林丹

暴露浓度的升高呈逐步降低趋势。林丹对斑马鱼产

卵量和受精率表现出明显的抑制作用。

( 5)在低浓度暴露条件下, 林丹对斑马鱼的生

长和繁殖产生一定影响,表现出内分泌干扰物特性。
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