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摘要: 水环境中的多溴联苯醚(PBDEs)污染会对水生生物神经系统产生影响,而视黄酸(retinoic acid, RA)对机体的神经系统和

肢体发育具有重要作用。 本文研究了四溴联苯醚(BDE-47)或十溴联苯醚(BDE-209)单独暴露以及 RA 联合 BDE-47 或 BDE-
209 暴露对斑马鱼运动行为的影响。 研究表明在稳定光照、黑暗和光暗交替刺激 3 种不同环境条件下,5 μmol·L-1

BDE-47 和

3 μmol·L-1
BDE-209 单独暴露均导致斑马鱼运动速度显著降低。 当 2 nmol·L-1

RA 联合相同剂量的 BDE-47 或 BDE-209 暴露

时,可使仔鱼在稳定光照和黑暗下的自由运动速度相对单独暴露时显著升高,在光暗刺激下的运动速度也比单独暴露时于一

定程度上有所缓解。 因此,视黄酸的存在可以对因 BDE-47 和 BDE-209 暴露引起的斑马鱼运动行为异常起到恢复作用,这种

恢复作用的机制可能是通过中枢神经系统或感官系统发挥作用。
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Abstract: Polybrominated diphenyl ethers (PBDEs) have become widespread environmental pollutants that exert

neurotoxicity in aquatic organisms. Retinoic acid (RA) plays essential roles in limb morphogenesis and develop-
ment of the central nervous system. The objectives, therefore, of the present study were to investigate the impacts

of exposure to PBDEs (BDE-47 or BDE-209) and/or RA on locomotor behavior in zebrafish. We found that 5

μmol·L-1
BDE-47 or 3 μmol·L-1

BDE-209 exposure independently cause hypoactivity in all light, all dark or dark-
light cycling stimulation conditions, while 2 nmol·L-1

RA and PBDEs (5 μmol·L-1
BDE-47 or 3 μmol·L-1

BDE-
209) combined exposure lead to increased swimming speed compared with single exposure. The results indicated
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that the abnormal locomotor behavior in zebrafish caused by PBDEs can be restored when RA exists, which proba-
bly works through the central nervous system or sensory system.

Keywords: retinoic acid; PBDEs; zebrafish; behavior

　 　 多溴联苯醚(PBDEs)是一类环境中广泛存在的

全球性有机污染物。 近年来由于其持久性、毒性和

潜在的生物蓄积性而备受关注,且在环境中的浓度

快速增长,对人体健康造成的危害日益引起各国科

学家的关注[1-3]。 人类暴露于 PBDEs 中主要是通过

饮食以及吸入含 PBDEs 颗粒状物质和尘埃等。 有

研究报道 2,2' ,4,4' -四溴联苯醚(BDE-47)和十溴联苯

醚(BDE-209)是环境介质、生物样品及人体组织中检

出的 PBDEs 污染物中最占优组分[2-4],因此在人类

健康领域引起了广泛的关注。
研究表明,BDE-28、BDE-47 和 2,2' ,4,5' -四溴联

苯醚(BDE-49)等同系物急性暴露斑马鱼胚胎,可导

致幼鱼运动行为发生显著变化。 斑马鱼幼鱼通过饮

食慢性暴露于环境相关浓度的 BDE-47(暴露剂量为

1 000 nmol·L
-1;暴露时间为 21 ~ 90 dpf;dpf, days

post fertilization),Chou 等[5]发现斑马鱼的总游泳距

离和活动时间百分比均与组织中 BDE-47 浓度负相

关,运动能力显著降低。 PBDEs 对动物运动神经系

统的毒性作用,主要通过影响中枢神经系统、损伤运

动神经元、影响神经递质传递、改变神经系统发育关

键蛋白的表达、诱导神经细胞凋亡等[6],除此之外对

感官系统的作用也不容忽视。 视黄酸是小分子、脂
溶性形态信号分子,来源于维生素 A,是中枢神经系

统正常发育所必须的营养素[7-8]。 和维生素 A 一样,
视黄酸的过多或缺少都会对机体的正常发育造成危

害[9]。 适量的视黄酸可以促进斑马鱼仔鱼视觉神经

的发育,增强反应能力并且使斑马鱼仔鱼的运动速

度显著升高[10-11]。
斑马鱼早期幼鱼的体型小至足以放置于 96 孔

板中而不显著影响运动量,因此可利用 24 孔板同时

定量记录并统计分析大量幼鱼中每一个体的行为效

应,目前斑马鱼已成为研究环境污染物神经行为效

应的优良模式生物[12]。 由于斑马鱼对污染物的作

用反应快,可在短时间内调查水污染状况,国内外运

用斑马鱼或转基因斑马鱼进行水体中重金属毒性、
环境激素毒性、综合毒性、生物诱导剂和邮寄污染物

毒性检测等[13]。 本文拟以斑马鱼为模式生物,考察

视黄酸(retinoic acid, RA)联合 BDE-47 或 BDE-209
暴露对斑马鱼运动行为的影响,探索降低 PBDEs 对

水生生物运动行为损伤的方法。 以期为准确评价水

体中 PBDEs 污染所造成的生物健康效应提供科

学依据。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验动物

无病原体 US-AB 品系斑马鱼由美国 Oregon 州

立大学分子毒理研究中心提供,养殖于美国 Aquatic

Habitats 公司生产的全封闭循环养殖系统,水温维持

在(28±1) ℃,溶解氧不低于 7 mg·L-1,光周期 14 h:

10 h(昼:夜),喂养方法参考 Westerfield 的方法[14]。
1. 2　 仪器与试剂

Aquatic Habitats Stand-Alone System 全封闭斑

马鱼循环系统(美国 AHAB 公司);体式显微镜(Ni-
kon SMZ1500,上海千欣仪器有限公司);Zebrabox
斑马鱼行为监测分析仪(Viewpoint, France)。

视黄酸、四溴联苯醚、十溴联苯醚均购买于美国

Sigma 公司(纯度>98% )。 实验前,用 100% 的二甲

基亚砜(DMSO)将药品按一定比例配制成母液,用
DMSO 逐级稀释成各级母液于 4 ℃冰箱备用,实验

时再分别由各级母液用胚胎培养液稀释 1 000 倍配

制成所需要的浓度,对照组为 0.1% DMSO。
1. 3　 实验过程

1. 3. 1　 胚胎收集与筛选

实验前一晚每个鱼缸雌雄斑马鱼按 4:3 配比,
调节光周期 14 L:10 D,第 2 天早上 8:30 开灯,刺激

产卵,0.5 h 后收集胚胎。 胚胎经清洗后,在体式显

微镜下挑选受精并发育正常的胚胎于 28 ℃光照培

养箱中培养待用。
1. 3. 2　 水体染毒法

自胚胎发育 3 ~ 8 hpf (hours post fertilization)于

6 孔板进行暴露实验(20 枚/5 mL),至 96 hpf 时,脱
毒,EM 培养液漂洗 3 遍,移至 28 ℃ 培养箱待用。
受试组为 1 nmol·L-1

RA、2 nmol·L-1
RA、5 μmol·L-1

BDE-47、3 μmol·L
-1
BDE-209 单独暴露,以及 2

nmol·L-1
RA 联合 5 μmol·L-1

BDE-47 或 3 μmol·L-1

BDE-209 暴露,BDE-47 和 BDE-209 暴露浓度在本

课题组前期研究基础上选取[15-16]。
1. 3. 3　 斑马鱼行为检测

光暗周期刺激测试是运动行为学研究中较为常
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用的方法之一[17]。 受试组中挑选有囊张开,没有任

何表面畸形的仔鱼转至 24 孔培养板(1 条/2 mL/孔)

中继续培养,培养至 5 dpf。 暴露组设置 4 个浓度梯

度,每个浓度设 4 个平行,每组放 6 条仔鱼进行实

验,早上 8:00 移入行为分析仪 Zebrabox 中,适应 10

min。 光刺激测试,时间为 70 min,光暗周期均为 10

min。 基本活力测试下午 13:00 开始,实验中保持恒

定的光照和黑暗条件,安静的环境,每个 24 孔板检

测时间为 20 min。 光刺激测试和基本活力测试实验

均重复 3 次。
1. 4　 统计学分析

实验数据以平均值±标准误差的方式给出,并
采用 SPSS 16.0 软件进行统计分析,方差齐性检验

采用 Levene 检验,多组样本均数比较采用单因素方

差分析(One-way ANOVA),两两比较方差齐者采用

LSD(Least-significant difference)检验,方差不齐者采

用 Dunnett’s T3 检验,统计检验水平为 0.05。 数据

作图一律采用 Origin 8.0 软件完成,图片处理采用

photoshop 完成。

2　 结果(Results)
2. 1　 视黄酸暴露对仔鱼运动行为的影响

稳定光照条件下,RA 暴露使仔鱼自由运动速

度升高,并且呈剂量效应。 与对照组相比,2 nmol·

L
-1
RA 暴露组使 5 dpf 仔鱼自由运动速度明显升高

(P<0.01);黑暗条件下,2 nmol·L-1
RA 暴露组仔鱼自

� 由运动速度显著升高(P<0.01)。 光暗条件下仔鱼自

� 由运动速度变化分别详见图 1A 和图 1B。
光暗刺激实验中,仔鱼的运动速度变化较规律。

当光照转为黑暗时,仔鱼的运动速度剧增,同时,当
黑暗转为光照时,仔鱼的运动速度剧降。 RA 暴露

组的运动速度显著高于对照组,并且呈剂量效应。
仔鱼运动速度变化分别详见图 2A 和 2B。
2. 2　 视黄酸联合四溴联苯醚暴露对仔鱼运动行为

的影响

稳定光照条件下,RA 联合 BDE-47 暴露致使仔

鱼的自由运动速度显著高于 BDE-47 单独暴露组(P

<0.05)。 恒定黑暗条件下,RA 联合 BDE-47 暴露组

� 与 BDE-47 单独暴露组比较,仔鱼自由运动速度同

样显著性升高(P<0.05)。 2 种条件下,联合暴露组与

� 对照组均无显著性差异,RA 联合 BDE-47 暴露后仔

鱼的自由运动速度得到恢复。 光暗条件下仔鱼活力

变化分别详见图 3A 和 3B。
光刺激测试中,由光照转为黑暗后,仔鱼的运动

速度剧增后慢慢降低,BDE-47 单独暴露组仔鱼的

运动速度低于对照组,RA 联合 BDE-47 暴露组仔鱼

的运动速度得到恢复性上升。 由黑暗转为光照后,
仔鱼的运动速度剧降后慢慢上升,BDE-47 单独暴露

图 1　 不同浓度视黄酸(RA)对 5 dpf (days post fertilization)斑马鱼仔鱼运动的影响

注:RA 暴露时间为 3 ~ 96 hpf (hours post fertilization);自由运动速度测试时间 20 min。
A 表示光照条件下运动;B 表示黑暗条件下运动;n=120,*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01。

Fig. 1　 Effect on the swimming speed of 5 dpf (days post fertilization) zebrafish larvae after

exposure to retinoic acid (RA) at various concentrations

Note: In basic activity test RA exposure time is from 3 to 96 hpf (hours post fertilization); speed of free swimming test

time is 20 min. A. In the light condition; B. In the dark condition; n =120, * P<0.05, * * P<0.01.
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图 2　 光刺激测试中不同浓度 RA 对 5 dpf 斑马鱼仔鱼运动的影响

注:A. 光刺激实验中 1 ~ 50 min 仔鱼的平均泳速,B. 10 min 光照及 10 min 黑暗下仔鱼的平均泳速。
白色条框表示光照条件,黑色条框表示光暗条件,n=120,* 表示 P<0.05,* * * 表示 P<0.001。

Fig. 2　 Effect on the swimming speed of 5 dpf zebrafish larvae after exposure to RA at various concentrations in light-dark stimulation test
Note: A. The average swimming speed of larvae between 1-50 min in light-dark stimulation test; B. The average swimming speed of 10 min intervals

for each state (light or dark), respectively. Black and white bars at the X-axis signify dark and light condition; n =120, * P<0.05, * * * P<0.001.

图 3　 RA 与四溴联苯醚(BDE-47)不同暴露组对 5 dpf 斑马鱼仔鱼运动的影响

注:+表示 5 μmol·L-1 BDE-47 单独暴露组和与 RA 联合暴露组呈现显著差异;* 、* * 表示各个暴露组和空白对照组呈现显著差异。
BDE-47 暴露时间为 8 ~ 96 hpf;自由运动速度测试时间 20 min。 A. 表示光照条件下;

B. 表示黑暗条件下;n=120,+表示 P<0.05,* 表示 P<0.05,* * 表示 P<0.01。

Fig. 3　 Effect on the swimming speed of 5 dpf zebrafish larvae after exposure to RA and 2,2' ,4,4' -tetrabromodiphenylether (BDE-47)
Note:+ indicates significant differences between 5 μmol·L-1 BDE-47 exposure alone and co-exposure to RA at the same concentration of BDE-47; * ,

* * indicate significant differences between exposure treatments and control. BDE-47 exposure time is from 8 to 96 hpf; speed of free

swimming test time is 20 min. A. In the light condition; B. In the dark condition; n =120, + P<0.05, * P<0.05, * * P<0.01.

组仔鱼的运动速度仍低于对照组,RA 联合 BDE-47
暴露组的仔鱼的运动速度略高于对照组,也得到了

恢复。 在光周期和暗周期阶段仔鱼运动速度与稳定

光照和黑暗条件下运动情况基本一致(图 4B)。 光

暗刺激测试中,联合暴露后仔鱼的对光暗刺激的敏

感性变强,运动速度恢复。 光刺激实验仔鱼速度变

化分别详见图 4A 和 4B。
2. 3　 视黄酸联合十溴联苯醚暴露对仔鱼运动行为

的影响

稳定光照条件下,RA 联合 BDE-209 暴露致使

仔鱼的自由运动速度与 BDE-209 单独暴露组比较

显著升高(P<0.05)。 黑暗条件下,联合暴露组仔鱼的
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自由运动速度也明显高于 BDE-209 单独暴露组(P<

� 0.05)。 两组条件下,联合暴露组与对照组均无显著

性差异,联合暴露组基本恢复为对照组的运动能

力。 光暗条件下仔鱼活力变化分别详见图 5A 和

5B(n =120)。

光刺激测试中,由光照转为黑暗后,仔鱼的运动

速度剧增后慢慢下降,BDE-209 单独暴露组仔鱼的

运动速度低于对照组,RA 联合 BDE-209 暴露组仔

鱼的运动速度恢复性上升。 由黑暗进入光照后,仔
鱼的运动速度剧降后慢慢回升,BDE-209 单独暴露

图 4　 光刺激测试中 RA 与 BDE-47 不同暴露组对 5 dpf 斑马鱼仔鱼运动的影响

注:A. 光刺激实验中 1 ~ 50 min 仔鱼的平均泳速,B. 10 min 光照及 10 min 黑暗下仔鱼的平均泳速。
白色条框表示光照条件,黑色条框表示光暗条件,n=120,* *表示 P<0.01,* * *表示 P<0.001。

Fig. 4　 Effect on the swimming speed of 5 dpf zebrafish larvae after exposure to RA and BDE-47 in light-dark stimulation test

Note: A. The average swimming speed of larvae between 1-50 min in light-dark stimulation test; B. The average swimming speed of 10 min intervals

for each state (light or dark), respectively. Black and white bars at the X-axis signify dark and light condition; n =120, * * P<0.01, * * * P<0.001.

图 5　 RA 与十溴联苯醚(BDE-209)不同暴露组对 5 dpf 斑马鱼仔鱼运动的影响

注:+表示 3 μmol·L-1 BDE-209 单独暴露组和与 RA 联合暴露组呈现显著差异;* 、* * 表示各个暴露组和空白对照组呈现显著差异。
BDE-209 暴露时间为 8 ~ 96 hpf;自由运动速度测试时间 20 min。 A. 表示光照条件下;B. 表示黑暗条件下;

+表示 P<0.05,* 表示 P<0.05,* * 表示 P<0.01。

Fig. 5　 Effect on the swimming speed of 5 dpf zebrafish larvae after exposure to RA and 2,2’ ,3,3’ ,4,4’ ,5,5’ ,
6,6’-decabromodiphenyl ether (BDE-209)

Note: + indicates significant differences between 3 μmol·L-1 BDE-209 exposure alone and co-exposure to RA at the same concentration

of BDE-209; * , * * indicate significant differences between exposure treatments and control. BDE-209 exposure time is from 8 to 96 hpf;

speed of free swimming test time is 20 min. A. In the light condition; B. In the dark condition; n =120, + P<0.05, * P<0.05, * * P<0.01.
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组仔鱼的运动速度仍低于对照组,RA 联合 BDE-209
暴露组仔鱼的运动速度与对照组基本一致。 RA 联合

BDE-209 暴露后仔鱼对光刺激敏感性变强,运动速度

得到恢复。 仔鱼速度变化分别见详图 6A 和 6B。

3　 讨论(Discussion)
研究表明,在稳定的光照和黑暗条件下,RA 暴

露使斑马鱼 5 dpf 仔鱼的自由运动速度上升,环境

变化(光暗周期刺激)2 nmol·L-1
RA 组仔鱼的运动速

度显著升高。 因此,选 2 nmol·L-1
RA 联合 BDE-47

和 BDE-209 暴露,分析对仔鱼运动行为的影响。
PBDEs 暴露斑马鱼仔鱼的研究表明,BDE-47、

BDE-209 使 5 dpf 仔鱼的自由泳动速度表现为下降

的趋势[4,18]。 很多啮齿类动物的研究显示:产前或产

后用在 PBDEs 暴毒,都会导致显著的神经化学以及

行为学的改变,体现在运动和认知区域的变化[19-20]。
PBDEs 会对鼠类的神经系统造成永久性的损伤,造
成自发行为以及学习记忆能力障碍。 动物实验研究

表明,在大脑发育关键期,暴露于低剂量的 PBDEs

同系物,包括 PBDE-47、99、153 和 209 均能导致成

年期脑功能不可逆性损伤,引起自发行为异常,导致

感觉运动、学习以及记忆能力下降,且有随着剂量增

加或年龄增长呈恶化趋势[21-23]。 PBDEs 同系物还可

以诱发神经细胞发生氧化应激,进而引起细胞凋亡,
或通过引起机体甲状腺激素系统功能紊乱,同时使

中枢神经系统细胞内信号转导及神经递质失调,进
而影响神经系统的功能活动[18,24]。 PBDEs 能从亲代

转移到子代,并对子代造成神经毒性,本课题组发现

亲代低剂量 BDE-209 水体慢性暴露改变了 F1 子代

幼鱼运动行为[16]。 5 μmol·L
-1
BDE-47 和 3 μmol·

L
-1
BDE-209 暴露斑马鱼,通过干扰轴突生长以及神

经轴突的畸变造成仔鱼神经行为毒性,致使 5 dpf

仔鱼运动速度下降[15-16],本研究与大多数研究一致,
BDE-47 和 BDE-209 单独暴露时,仔鱼运动活力明

显降低,光暗刺激测试时表现反应迟钝,敏感性下

降。 在现有的 PBDEs 神经行为毒性研究中,中枢神

经系统是最主要关注点,以肌肉为代表的运动系统

常与运动神经元方面的研究相关联,而针对感觉器

官的研究相对较少。
光刺激测试的光照-黑暗周期切换使斑马鱼仔

鱼运动随之发生变化,试验结果存在感官因素的影

响。 Chen 等[15]和 Xu 等[25]均发现斑马鱼胚胎在早

期发育阶段暴露于 BDE-47(暴露剂量 0、1.25、5 和

20 μmol·L-1
)能导致幼鱼在黑暗状态下运动行为显

著降低。 研究证实 PBDEs 暴露可能通过干扰鱼类

视觉感知来诱导运动变化,BDE-47 暴露组的斑马

鱼眼部视网膜光受体细胞层排列紊乱,且各细胞层

厚度均有一定增加,改变视觉感知和眼部发育相关

基因表达量[11]。

图 6　 光刺激测试中 RA 与 BDE-209 不同暴露组对 5 dpf 斑马鱼仔鱼运动的影响

注:A. 光刺激实验中 1 ~ 50 min 仔鱼的平均泳速,B. 10 min 光照及 10 min 黑暗下仔鱼的平均泳速。
白色条框表示光照条件,黑色条框表示光暗条件,n=120,*表示 P<0.05,* * P<0.01,* * *表示 P<0.001。

Fig. 6　 Effect on the swimming speed of 5 dpf zebrafish larvae after exposure to RA and BDE-209 in light-dark stimulation test

Note: A. The average swimming speed of larvae between 1-50 min in light-dark stimulation test;

B. The average swimming speed of 10 min intervals for each state (light or dark), respectively.

Black and white bars at the X-axis signify dark and light condition. n =120, * P<0.05, * * P<0.01, * * * P<0.001.
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13-顺式维甲酸长期喂食小鼠可导致小鼠的行为出

现异常,反应迟钝,大大增加了抑郁症及相关疾病的

发病率[26-29]。 视黄酸暴露致使非洲爪蛙行为出现异

常,在斑马鱼胚胎的鱼鳍发育过程中起到作用,过量

暴露致使鱼鳍、鱼尾发育畸形[30],近期有研究表明,
适量的视黄酸对机体的发育和再生都具有促进作

用[31-32]。 视黄酸对早期眼球和感光细胞分化等视觉

神经发育是必须的[33]。 斑马鱼视网膜含大量内源性

合成的视黄酸,腹部比背部多,且腹部视网膜 RA 的

表达比背部早数小时。 正常发育的斑马鱼,腹部视

网膜的 RA 丰富,视杆和视锥细胞的分化强烈,表明

RA 信号系统在视神经发育和眼球早期发育起重要

作用,从而增加对外界环境的敏感性[34]。
2 nmol·L-1

RA 单独暴露会引起斑马鱼运动活

力增强,BDE-47 或 BDE-209 单独暴露会导致斑马

鱼神经行为毒性,降低仔鱼运动活力。 相同剂量的

RA 联合 5 μmol·L
-1
BDE-47 或 3 μmol·L

-1
BDE-

209 暴露时仔鱼的运动行为恢复正常,对光照-黑暗

周期性转换反应灵敏。 这种行为效应的内在机制一

方面可能是视黄酸的加入通过促进肢体和神经细胞

发育,某种程度上抑制了 BDE-47 或 BDE-209 对仔

鱼运动-神经体系的损伤,进而提高仔鱼的运动与环

境适应能力。 另一方面可能是 RA 通过增加斑马鱼

视锥视杆基因的表达,促进眼球及视网膜发育,抑制

了 PBDEs 暴露可能通过干扰鱼类视觉感知来诱导

的运动变化。 对于斑马鱼而言,视觉系统结构的正

常发育,视觉功能的建立,与存活、生长和繁殖息息

相关[35],因此从感官功能的角度研究行为学效应将

是一个全新且极具生态学价值的方向,但具体的机

制还需进一步研究探索。

通讯作者简介:黄长江(1957—),男,博士,教授,博士生导师,
主要研究方向为环境毒理学,发表学术论文 100 余篇。
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