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",苯基,%,硫脲对斑马鱼胚胎发育与黑色素生成的影响

张利军!史慧勤!苑晓燕!余寿忠!赵!君!彭双清
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!!

!摘要"!目的!",苯基,%,硫脲%PÒ &可抑制斑马鱼胚胎黑色素的产生#保持斑马鱼透明#便于形态观察和信

号检测) 本文研究了 PÒ 对斑马鱼胚胎发育的影响和抑制斑马鱼胚胎黑色素生成#保持斑马鱼透明性的最佳浓

度) 方法!用不同浓度 PÒ 处理 %$ 68T%受精后#65BC<85<7TFC7/0/:.7/5D#68T&斑马鱼胚胎#作用 ') 6 后观察 G& 68T斑

马鱼的形态学(生理学改变#计算死亡率和孵化率#测量心率和静脉窦,动脉球之间的距离) 结果!浓度为 &3"#)

--509U(&3%#( --509UPÒ 可以有效抑制黑色素生成#保持斑马鱼整体透明#对斑马鱼心血管系统结构和生理功

能无影响#且不影响斑马鱼正常孵化过程) 随着 PÒ 浓度的增加#斑马鱼死亡率增加#孵化率下降#出现心包水肿#

心脏畸形等改变#心率下降#静脉窦,动脉球之间的距离增大) 结论!浓度不高于 &3%#( --509U的 PÒ 溶液能有

效抑制斑马鱼黑色素生成#对斑马鱼心血管毒性研究无影响)

!关键词"!",苯基,%,硫脲$ 斑马鱼$ 心率$ 孵化率
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+M=8 K3?>9,!",86FD=0,%,76/5BCF.%PÒ &$ aF1C.T/<6$ ]F.C7C.7F$ ].746/D;C.7F



!!斑马鱼%48(',Q1Q',&作为一种新型脊椎模式生

物已被广泛应用于毒理学研究) 斑马鱼易饲养#繁

殖能力强#斑马鱼胚胎透明#生长发育快#施药方式

简单 -".

) 斑马鱼胚胎在发育早期#即使心血管系统

有缺陷#也可以依靠溶解氧继续发育) 目前#斑马

鱼已成为 N+LZ和 IJN毒性试验的推荐测试物

种 -%,*.

) 斑马鱼胚胎透明#发育到 %* 6 左右则开始

出现黑色素#黑色素细胞会影响基因表达信号(绿

色荧光蛋白信号(整体原位杂交信号检测) 因此#

需要对斑马鱼胚胎进行处理#抑制黑色素生成#保

持其透明性) 研究表明在斑马鱼原肠胚期 % '3'

68T&后使用 PÒ 溶液代替养鱼用水#能有效抑制黑

色素生成#保持斑马鱼透明性#但 PÒ 也具有毒性

作用#高浓度 PÒ 可影响斑马鱼孵化率#甚至产生

致畸和致死效应 -'.

) 本文研究不同浓度 PÒ 对斑

马鱼胚胎发育的影响#为运用斑马鱼进行心血管毒

性评价研究时选择合适浓度 PÒ 提供参考资料)

IN材料和方法

IQIN实验动物

实验所用斑马鱼为 RV系斑马鱼#由北京大学

生命科学院惠赠#本实验室繁殖) 斑马鱼的养殖和

繁殖参照标准的方法 -(.

) 雌雄斑马鱼成鱼分开饲

养于爱生斑马鱼养殖系统中) 水温保持在 %G3' s

"q#盐度为 *'& p'&& -J94-

%

#8]为 )3' pG3'#光

照周期为照明 "* 69黑暗 "& 6 交替进行#每日喂 %

次活丰年虾) 采卵时#首日傍晚按雌雄 "x" 的比例

将健康斑马鱼成鱼放入交配缸内#次日清晨获得受

精卵) 对受精卵进行清洗后#移入斑马鱼胚胎培养

用水 % (& -;9-U海盐 & 中# %G3'q 恒温培养箱中

培养)

IQGN受试药物

",苯基,%,硫脲%PÒ &购自 </;-.公司) 将 PÒ

粉末溶于 &3$ wZ.D/F.B%") --509UK.L0#% --509U

L̂0#&3"% --509UQ;JN

*

#"3G --509UL.%KN

$

&

%

#

"3' --509U]+PJ#8])3(&培养液中#配制成 &3"#)

--509U( &3%#( --509U( &3)*% --509U( "3*G

--509U(%3#( --509U()3$# --509U浓度的 PÒ 试

验液)

IQTN处理胚胎方法

在 N0=-8B<Jae"& 型体视显微镜下选择发育至

%$ 68T%%G 体节期&的野生型 RV系斑马鱼胚胎#按

照随机分配原则#每浓度 $& 枚胚胎#加入相应浓度

PÒ ) 对照组为胚胎培养用水) 随后加盖封闭#置

于 %G3'q恒温光照培养箱内#让胚胎继续发育) 待

斑马鱼发育至 G& 68T进行观察(拍照) 此刻#未暴露

斑马鱼胚胎已都孵化成幼鱼 -).

) 试验过程中#每 %*

6 更换 " 次 PÒ 溶液)

IQUN死亡率与孵化率计算

每天观察 " 次斑马鱼胚胎死亡(存活情况#并详

细记录#将死亡胚胎和幼鱼移去) 斑马鱼发育至 G&

68T#计算累积死亡率百分率#可根据艾博特%R11577r

<&公式用对照组的死亡率进行校正 -G.

'

Pn"&& H-%D*PS& TDw"&&.

P333已校正的存活百分率#o$

PS333试验 浓 度 组 中 所 观 察 到 的 存 活 百

分率#o$

D333对照组中的存活百分率#o)

斑马鱼胚胎从 *G 6 开始孵化#胚胎躯体全部

%从头到尾&从绒毛膜内出来#认为斑马鱼由胚胎孵

化为幼鱼) 斑马鱼发育到 G& 68T#基本全部孵化 -#.

)

因此#我们从 *G 68T定时观察孵化情况#G& 68T统计

各组斑马鱼孵化率)

IQZN形态观察

N0=-8B<Jae"& 型体视显微镜下每日观察 PÒ

对斑马鱼的影响#观察的毒性终点包括'心包和卵

黄囊水肿(出血(畸形等)

IQWN心率测量

斑马鱼发育至 G& 68T#从各处理组和对照组随

机选择 ' 条斑马鱼#在用显微摄像系统 %$*&Q,&&,

c+#ZdLL5@# J̀R&对斑马鱼心跳摄像 $& <) 使用

I-.;FW软件对斑马鱼心跳录像进行分析#统计

心率 -"&.

)

IQ[ N 静脉窦 # 9<4A9L=43A9$ 与动脉球 # ;A7;A9

:?5=?<39A9$距离测量

斑马鱼心脏发育基本在最初 % > 完成) $& 68T

形成心室和心房#$( 68T心脏发生向右环化 -"".

#使

得心房(心室在侧面观上部分重叠#心室在心房的

右前侧) 心脏发育过程受到影响#心房和心室的位

置将发生改变#静脉窦 %血液进入斑马鱼心脏的部

位&和动脉球%血液流出斑马鱼心脏的部位&之间的

距离相应发生改变#两者之间的距离是评价心脏环

化程度的指标#通过测量静脉窦与动脉球之间的距

离可量化评价药物对斑马鱼心脏影响程度 -"%.

)

IQXN统计分析

应用统计软件 JPJJ""3' 处理数据#结果以 %

OUM
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表示#经正态性分析后进行方差分析#用 UJZ法进

行组间的两两比较) P

'

&3&' 表示差异具有统计学

意义#P

'

&3&" 表示差异具有高度统计学意义)

GN结果

GQIN/0)对斑马鱼死亡率的影响

斑马鱼发育至 G& 68T#统计胚胎和幼鱼死亡数#

结果如表 " 所示#对照组斑马鱼发育正常#无胚胎和

幼鱼死亡#死亡率为 &) %3#( --509UPÒ 实验组斑

马鱼出现死亡#死亡率为 *&3& sG3G%o) )3$# --509

UPÒ 实验组斑马鱼全部死亡#死亡率达到 "&&o)

表 I!PÒ 对斑马鱼胚胎死亡率的影响

0:;SI!Q5C7.0/7=5TPÒ 5D :F1C.T/<6 F-1C=5<

浓度%--509U&

L5D4FD7C.7/5D

总胚胎数
O57.0DB-1FC

5TF-1C=5<

死亡胚胎数
ZF.> DB-1FC

5TF-1C=5<

死亡率
Q5C7.0/7=

& $& & !!&3&&o

&3"#) $& & &3&&o

&3%#( $& & &3&&o

&3)*% $& & &3&&o

"3*G $& & &3&&o

%3#( $& "% s%3(' *&3& sG3G%o

)3$# $& $& "&&3&&o

注'试验重复 $ 次#试验数据以 %

OUM表示

K57F' +E8FC/-FD7<?FCFCF8F.7F> 76CFF7/-F<@O6FX.0BF<.CF

8CF<FD7F> .<

%

OUM

GQGN/0)对斑马鱼孵化率的影响

图 I!不同浓度 PÒ 处理后#G& 68T斑马鱼发育情况

-<DSI!K5C-.0.D> .1D5C-.0>FXF058-FD75T:F1C.T/<6 F-1C=5<75PÒ T5C>/TTFCFD7FE85<BCF45D4FD7C.7/5D .7G&68T

注'R'对照组#黑色素正常生长$V,c'&3"#)--509UPÒ #&3%#( --509UPÒ #&3)*% --509UPÒ #"3*G --509UPÒ #

%3#( --509UPÒ #)3$# --509UPÒ #无黑色素) +(['斑马鱼出现心包水肿#c'斑马鱼死亡

K57F'R' D̀7CF.7F> :F1C.T/<6 <65?/D;D5C-.08/;-FD7.7/5D# V,c' &3"#)--509UPÒ #&3%#( --509UPÒ #&3)*% --509UPÒ #"3*G --509U#

%3#( --509UPÒ #)3$# --509UPÒ @P/;-FD7.7/5D /<CF>B4F># CFD>FC/D;76F:F1C.T/<6 7C.D<8.CFD7@+f[' 8FC/4.C>/.0F>F-.$ c' >F.>

结果如表 % 所示#斑马鱼发育至 G& 68T#对照组

斑马鱼胚胎已全部孵化成幼鱼) PÒ 可抑制斑马鱼

孵化#随着 PÒ 浓度的增加#孵化率逐渐下降#&3"#)

--509U(&3%#( --509UPÒ 组斑马鱼胚胎全部孵化#

&3)*% --509U组 孵 化 率 为 ")3)G s'3&#o# "3*G

--509UPÒ 组斑马鱼胚胎孵化率为 G3G# s"3#%o)

%3#( --509UPÒ 组斑马鱼无孵化#孵化率为 &)

表 G!PÒ 对斑马鱼孵化率的影响

0:;SG!].746/D;C.7F<5TPÒ 5D :F1C.T/<6 F-1C=5<

浓度
%--509U&

L5D4FD7C.7/5D

总胚胎数
O57.0DB-1FC

5TF-1C=5<

孵化胚胎数
].746/D;DB-1FC

5TF-1C=5<

孵化率
].746/D;M.7F

& $& $& "&&3&o

&3"#) $& $& "&&3&o

&3%#( $& $& "&&3&o

&3)*% $& '3$$ s"3'$ ")3)G s'3&#o

"3*G $& %3() s&3'G G3G# s"3#%o

%3#( "G s%3(' & &3&o

注'试验重复 $ 次#试验数据以 %

OUM表示

K57F' +E8FC/-FD7<?FCFCF8F.7F> 76CFF7/-F<@O6FX.0BF<.CF

8CF<FD7F> .<

%

OUM

GQTN/0)对斑马鱼形态影响

结果如图 " 所示#斑马鱼胚胎发育至 G& 68T#对

照组斑马鱼胚胎孵化成幼鱼#形态正常#心血管系统

等无畸形#有黑色素沉着) PÒ 实验组斑马鱼透明#

无黑色素) &3"#) --509U(&3%#( --509UPÒ 实验组

斑马鱼胚胎孵化成幼鱼#形态正常#心血管系统等无

形态学改变#无黑色素沉着) &3)*% --509UPÒ 实

验组 的 斑 马 鱼 胚 胎 孵 化 延 迟#"3*G --509U(%3#(

$%中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



--509UPÒ 实验组斑马鱼出现心包水肿#心脏畸形

等形态学改变#畸形程度随着浓度的增加而严重)

)3$# --509UPÒ 实验组斑马鱼胚胎无孵化#全部

死亡)

GQUN/0)对斑马鱼心率影响

PÒ 作用 ') 6 后#测量 G& 68T斑马鱼心率) 结

果如图 % 所示#PÒ 实验组斑马鱼心率下降) 与对照

组相比较#&3"#) --509U#&3%#( --509UPÒ 实验组

斑马鱼心率和对照组斑马鱼心率差异无统计学意义)

&3)*% --509U#"3*G --509U#%3#( --509UPÒ 实验

组斑马鱼心率与对照组相比#差异具有统计学意义#

随着 PÒ 浓度增加而逐渐降低#呈剂量,反应关系)

而 )3$# --509UPÒ 实验组斑马鱼全部死亡#无心率

数据)

图 G!PÒ 对 G&68T斑马鱼心率的影响

-<DSG!PÒ FTTF47<5D 6F.C7C.7F5T:F1C.T/<6 F-1C=5<.7G&68T

注'每组样本为 '#处理组与对照组相比较#差异具有

高度统计学意义%

!!

P

'

&3&"&

K57F'O6FCF?FCF</;D/T/4.D7>/TTFCFD4F<1F7?FFD PÒ ,FE85<F> .D>

45D7C50F-1C=5</D 1576 7CF.7-FD7<% D n'&@%

!!

P

'

&3&"&

GQZN/0)对斑马鱼 &1EV+距离的影响

PÒ 可影响斑马鱼心脏发育#造成斑马鱼心脏

环化不全#Jd,VR之间的距离发生改变) 结果如图

$ 所示#"3*G --509U(%3#( --509UPÒ 处理组斑马

鱼 Jd,VR距离比对照组斑马鱼 Jd,VR间距增大#差

异具有统计学意义)

TN讨论

斑马鱼在发育初期通体透明#发育过程中逐渐

出现色素) 斑马鱼有 $ 种色素细胞' 黑色素细胞(

黄色素细胞(虹色素细胞 -"$.

) 斑马鱼发育至 %*

68T#黑色素开始从视网膜上皮生成#几小时内黑色

素细胞迅速布满胚胎) 黑色素细胞的形成会对实

图 T!G& 68T斑马鱼静脉窦%Jd&与动脉球%VR&之间的距离

-<DST!Z/<7.D4F1F7?FFD 76F</DB<XFD5<B<%Jd& .D>

1B01B<.C7FC/5B<%VR& /D G&68T:F1C.T/<6 F-1C=5<

注'每组样本为 '#PÒ 处理组与对照组相比较#

差异具有统计学意义%

!

P

'

&3&'&

K57F'O6FCF?FCF</;D/T/4.D7>/TTFCFD4F<1F7?FFD PÒ ,FE85<F> .D>

45D7C50F-1C=5</D 1576 7CF.7-FD7<% D n'&@%

!

P

'

&3&'&

验数据的采集和结果的判断产生干扰) 为排除黑

色素的影响#保证科学研究结果的准确性#需要保

持斑马鱼胚胎透明) 目前#最常用的方法是在试验

过程中#加入 PÒ 抑制黑色素的生成) PÒ 的作用

原理是降低酪氨酸羟化酶活性#抑制酪氨酸向黑色

素的转换#从而阻断黑色素合成途径 -"*.

) 本研究结

果表明#从 %$ 68T%%G 体节期&添加 &3"#) --509Up

&3%#( --509UPÒ 能有效抑制发育至 G& 68T斑马

鱼黑色素形成#保持斑马鱼透明性)

对于毒理学试验而言#毒性终点的选择至关重

要) 生理功能的改变要早于形态学的改变#是最合

适和最敏感的评价指标 -"'.

) 研究发现心率是评价

心脏功能最灵敏的指标) 斑马鱼心脏在 %% 68T开始

跳动#起初是一种蠕动波) $( 68T心房和心室协调

收缩) *G 68T功能性瓣膜开始形成) 本研究结果表

明 &3"#) --509U(&3%#( --509UPÒ 对斑马鱼心率

不产 生 影 响) &3)*% --509U( "3*G --509U( %3#(

--509UPÒ 影响斑马鱼心脏功能#显著性减低斑马

鱼心率#呈现剂量 H反应关系)

孵化是斑马鱼生命过程中一个关键点#但不是

个体发育点#不属于斑马鱼胚胎发育的一个具体阶

段) 孵化是一个生化和行为相结合的过程) 首先#

孵化岛合成消化绒毛膜的酶#这些酶是高绒毛膜裂

解酶%]L+&和低绒毛膜裂解酶%UL+&$然后这些酶

裂解绒毛膜#斑马鱼胚胎躯体扭曲撕开绒毛膜#脱

去绒毛膜#完成孵化过程#成为幼鱼) 因此#化合物

对这两环节中任一环节产生毒性作用都将影响其

*% 中国比较医学杂志 %&"% 年 # 月第 %% 卷第 # 期!L6/D WL5-8 QF># JF87F-1FC%&"%#d50@%%@K5@#



孵化#降低孵化率和延迟孵化 -#.

) 孵化率是评价化

合物对斑马鱼是否产生毒性作用的一个敏感指标)

我们发现浓度高于 &3)*% --509U的 PÒ 可对斑马

鱼胚胎产生毒性作用#降低其孵化率)

高浓度的 PÒ 不仅影响斑马鱼心脏功能#还影

响斑马鱼心脏发育过程#产生器质性损害#引起心

包水肿等畸形#心脏环化不全#表现为 Jd与 VR之

间的距离明显增长) 我们研究发现 &3"#) --509U(

&3%#( --509UPÒ 对斑马鱼心脏形态和功能不产

生任何影响#不影响斑马鱼胚胎心脏发育过程和孵

化过程#能很好抑制斑马鱼黑色素生成#保持斑马

鱼透明性) .̂C0<<5D 等 -'. 报道 )' --509UPÒ 可抑

制黑色素生成#且对斑马鱼胚胎结构和孵化率无影

响#但该浓度并未被其他研究人员接受) 可能是该

浓度只能完全抑制 $( 6 前斑马鱼黑色素生成# 并

不能完全抑制 $( 6 后斑马鱼黑色素生成 -"(.

) 我们

从斑马鱼心血管系统的结构和功能两方面研究 PÒ

的心血管毒性作用#发现使用的 PÒ 浓度虽然比文

献报道的浓度要高#但对斑马鱼的结构和生理功能

没有影响#且能有效保持发育至 G& 68T斑马鱼胚胎

的透明性) 所以#我们认为在斑马鱼心血管毒性试

验中可以选择低于 &3%#( --509U浓度的 PÒ 抑制

斑马鱼黑色素的生成#且对实验结果不会产生影

响) 因此#在保证 PÒ 对斑马鱼心血管系统无毒性

影响的前提下#可以选择合适的 PÒ 浓度#以保证

抑制黑色素生成的效果)
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