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摘要: 氟啶虫酰胺是一种高选择性杀虫剂,对蚜虫等刺吸式口器害虫具有很好的神经毒性和快速拒食活性,是目前唯一被报

道的作用于内向整流钾离子通道的杀虫剂。 为了更科学、合理地使用氟啶虫酰胺,开展氟啶虫酰胺对环境非靶标生物毒性及

其机制研究具有重要意义。 本研究以斑马鱼(Danio rerio)为研究对象,研究环境相关浓度氟啶虫酰胺慢性暴露 21 d 对斑马鱼

� 的神经行为毒性。 结果表明,氟啶虫酰胺浓度为 1、10 和 100 μg·L-1时,氟啶虫酰胺慢性暴露对被试斑马鱼成鱼焦虑样行为以

及学习、记忆行为造成一定影响;被试斑马鱼多巴胺和皮质醇的含量有一定的增高趋势,但与对照组相比无显著差异(P>
� 0. 05);与神经行为相关基因线粒体外膜蛋白 2(mitoguardin 2, miga2)和黄嘌呤脱氢酶(xanthine dehydrogenase, xdh)的表达水平

� 发生显著改变(P<0.05);而腺苷脱氨酶(adenosine deaminase, ada)、干扰素调节因子 1(interferon regulatory factor 1, irf1)和线粒体

� 融合蛋白 2(mitofusin 2, mfn2) 3 个基因的表达量无显著性影响(P>0.05)。 因此,斑马鱼成鱼暴露于 1、10 和 100 μg·L-1的氟啶

� 虫酰胺 21 d 后,其行为出现异常,线粒体和免疫功能受到影响。 本研究对氟啶虫酰胺对水生生物毒性风险预警具有重要的参

考价值。
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Abstract: Flonicamid, a selective insecticide, is the only insecticide which is reported to act on the inwardly-rectif-
ying potassium channels (Kir) at present. It exerts toxic effects against sap-sucking insects by inhibiting insect feed-
ing and neurotoxicity. In order to use it rationally and scientifically to control pests, it is significant to study the
toxicity of flonicamid to environmental non-target organisms and its mechanism. In this work, zebrafish (Danio re-
rio) is used to study the neurobehavioral toxicity of flonicamid by chronic exposure for 21 d with environmental re-

� lated concentrations. We found that flonicamid showed a potential effect on anxiety-like behavior and learning-
memory capacity of adult zebrafish at the concentrations of 10 μg·L-1 and 100 μg·L-1 , and increased slightly the
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contents of dopamine and cortisol in the treated zebrafish. However, there was no significant difference compared
to the control group (P>0.05). RT-qPCR revealed that the expression levels of miga2 (mitoguardin 2) and xdh
(xanthine dehydrogenase) related to neurobehavior were changed significantly (P<0.05). The expression of ada (a-

� denosine deaminase), irf1 (interferon regulatory factor 1) and mfn2 (mitofusin 2) genes showed no significant
� difference comparing with that in the control group (P>0.05). Therefore, flonicamid showed potential effects on the

behavior, mitochondrial and immune function of zebrafish after exposed chronically to 1, 10 and 100 μg·L-1 for 21
d. This study provides a starting point to unveil the early warning of aquatic toxicity of flonicamid.
Keywords: flonicamid; zebrafish; neurobehavioral toxicity; anxiety-like behavior; learning-memory behavior

　 　 氟啶虫酰胺是一种新型吡啶酰胺类杀虫剂,对
蚜虫等刺吸式口器害虫具有良好的防效,与新烟碱、
有机磷、氨基甲酸酯和拟除虫菊酯类杀虫剂以及吡

蚜酮均无交互抗性[1]。 氟啶虫酰胺对哺乳动物、鸟
类、鱼类、蜜蜂和有益节肢动物等的急性毒性为低毒

或者无毒[1],自 2003 年以来已在中国、英国、法国和

荷兰等全球 40 多个国家登记[2]。 目前防治蚜虫等

刺吸式口器害虫的常用杀虫剂之一为新烟碱类杀虫

剂,而该类杀虫剂面临的抗性和蜜蜂毒性问题导致

许多国家已禁止或限制使用该类杀虫剂部分品种。
同时氟啶虫酰胺的原药正式登记保护期在 2017 年

到期,引起国内外企业商业开发热潮[2-3]。 据统计,
2018 年氟啶虫酰胺杀虫剂市场份额占有量达到

0.28% [3]。
关于氟啶虫酰胺杀虫机理的研究表明,氟啶虫

酰胺可迅速且不可逆地抑制刺吸式昆虫的取食行为

导致昆虫饥饿而死[1]。 进一步的研究表明,氟啶虫

酰胺能破坏昆虫唾液腺和马氏管正常分泌活动[4]。
此外,氟啶虫酰胺处理的蚜虫大部分腿部关节肿大,
运动失调,表明氟啶虫酰胺作用于蚜虫的神经系

统[5]。 2018 年,我国学者 Ren 等[4]利用生理学和电

生理学研究发现氟啶虫酰胺的分子靶标为内向整流

钾离子通道 (inwardly-rectifying potassium channels,
Kir),引起国内外学者,尤其是农药创制人员的关

注。 Kir 几乎存在于所有动物细胞中,具有广泛组

织分布性,在相应组织细胞内承担特定的生理功能,
包括神经信号传导和细胞膜兴奋性的控制[6],被预

测为开发杀虫剂的新分子靶点[7-9]。 目前,仅有氟啶

虫酰胺这一杀虫剂被报道作用于 Kir。
氟啶虫酰胺被广泛用于稻田、茶园、果园及陆

地、设施蔬菜半翅目害虫(包括蚜虫、白蚁)、小蓟马、
蓟马、叶蝉和稻飞虱等害虫的防治。 2019 年,Met-
calfe 等[10]首次报道在加拿大安大略省五大湖流域

检测到了氟啶虫酰胺,其浓度范围为 0.79 ~ 1.75 μg

·L-1。 在中国南方珠江三角洲的农业土壤中检测浓

度为 0.26 ~ 0.27 ng·g-1 [11]。 同时,氟啶虫酰胺水溶

性为 5.20 g·L-1(20 ℃ ),具有向水生环境迁移的潜

力[12]。 而关于氟啶虫酰胺对环境非靶标生物的毒

性研究鲜有报道。 因此,基于氟啶虫酰胺的应用

前景、特异的分子作用机理及环境暴露潜在可能

性,需要更多的数据来评估其对水生生物的急性

和慢性毒性。
斑马鱼(Danio rerio)是一种常用的水生模式生

� 物,广泛应用于药物毒性与安全性评价及环境毒理

学研究,其基因与人类基因具有高度的相似性,并且

具有独特的生物学、基因组学、遗传学优势和高度保

守的疾病信号传导路径[13]。 同时,鱼类和哺乳动物

具有高度相似的神经递质系统,其中鱼类大脑中的

侧大脑皮层,被认为是海马体的进化前体,参与学习

及记忆过程[14]。 斑马鱼作为模式生物在药物作用分

子靶标激活与修饰[15]、神经毒性效应与通路[16]以及

行为研究[15,17]方面都有广泛应用,且形成了一定试

验技术方法,已成为生物学家在实验室进行科学研

究的新选择[13,18]。 行为作为机体神经系统的一种重

要功能,反映了神经细胞通信、整合和形态学的改

变,可看作是神经系统多种感觉、运动和综合过程的

最终产物。 其中,新鱼缸潜水试验通过斑马鱼在新

环境中的适应和探索行为的表现,被证明是研究焦

虑样行为的一种有效方法[19-21];T 型迷宫试验中通

过对斑马鱼进行固定时间的训练,可测定其学习、记
忆能力,被认为是研究学习、记忆行为最广泛的工具

之一[22]。 这 2 种方法均较为真实地反映斑马鱼的神

经行为。 本研究将斑马鱼成鱼在不同浓度的氟啶虫

酰胺溶液中暴露 21 d 后,采用新鱼缸潜水试验、T
型迷宫试验观察氟啶虫酰胺对斑马鱼成鱼行为影

响,并进行生化水平分析和基因表达水平分析,探
讨氟啶虫酰胺慢性暴露对斑马鱼成鱼神经行为毒

性影响。
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1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 材料与试剂

斑马鱼成鱼(4 ~ 6 月龄),购于北京高峰水族馆,
体长 2.50 ~ 3.50 cm,体质量 0.20 ~ 0.30 g。 97.1%氟

啶虫酰胺原药(CAS:158062-67-0),陕西美邦药业集

团股份有限公司。 二甲基亚砜(DMSO)为分析纯,购
自北京广达恒益科技有限公司。 多巴胺 ELISA 检

测试剂盒和皮质醇 ELISA 检测试剂盒均为北京雪

杰特科技有限公司产品;TRNzol Universal 总 RNA
提取试剂盒购自金连宝生物技术(北京)有限公司;
Hifair®Ⅲ 1st Strand cDNA Synthesis SuperMix for
qPCR (gDNA digester plus)试剂盒和 Hieff UNI-
CON® Universal Blue qPCR SYBR Green Master Mix
试剂盒为翌圣生物科技(上海)股份有限公司产品;
TaKaRa TaqTM 试剂盒为宝日医生物技术(北京)有限

公司产品。 引物序列合成和基因测序由北京六合华

大基因科技有限公司完成。
1. 2　 仪器与设备

动物运动轨迹跟踪系统(Noldus EthoVision XT
14,诺达思(北京)信息技术有限责任公司,荷兰),荧
光定量 PCR 仪(QuantStudio 3,赛默飞世尔科技有限

公司,美国), PCR 仪 (T100TMThermal Cycler,美国

Bio-Rad 公司,美国),多功能酶标仪 (Infinite M200
PRO 型,瑞士 TECAN 公司,瑞士),研磨器 (OSE-
Y30,金恩来生物技术(北京)有限公司,中国),液质

联用仪(TRIPLE QUADTM 3500,AB 公司,美国),多
功能水质参数测定仪(SG68,梅特勒-托利多仪器(上
海)有限公司,中国)、玻璃鱼缸(8 L,北京高峰水族

馆,中国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 斑马鱼驯化

斑马鱼成鱼在实验室驯养 7 d 以上。 驯养用水

为自来水经曝气去氯处理 24 h 以上,pH 值为 7 ~ 8,
溶解氧饱和度>80% ,硬度为 185 ~ 215 mg·L-1(以
CaCO3 计);温度为 27 ~ 28 ℃,光暗周期为 14 h/10 h
(光照时间 8:00—22:00),每日投喂饲料 2 次。 驯养

期间自然死亡率低于 5% 。
1. 3. 2　 暴露试验

DMSO 配制 10.0 g·L-1氟啶虫酰胺贮备液,储
存于 4 ℃。 实验中的暴露药液使用去氯 24 h 以上

的曝气自来水进行稀释,暴露药液中的 DMSO 含量

不超过 0.01% (V ∶V)。
本实验室前期工作中氟啶虫酰胺对斑马鱼成鱼

的急性毒性试验结果为 LC50 值>900 mg a.i.·L-1,对
斑马鱼成鱼的毒性为低毒。 因此,根据目前已报道

的氟啶虫酰胺水环境中浓度范围 0.79 ~ 1.75 μg·
L-1[10],设置 10 μg·L-1 为本试验处理组的中浓度,
1 μg·L-1和 100 μg·L-1 分别为处理组的低和高浓

度,同时设置空白对照组。 每个浓度设置 3 个重复,
每个重复随机放置 25 条大小一致的斑马鱼成鱼于

5 L 暴露液中,暴露周期为 21 d。 在暴露期间,每 48
h 更换暴露溶液,并清洗容器。 设置温度为 27 ~ 28
℃,光暗周期为 14 h ∶10 h (光照∶黑暗),光照强度 80
lx。 试验期间及时清除死鱼并统计各组死亡数。
1. 3. 3　 暴露溶液中氟啶虫酰胺的实测浓度

为了确定暴露浓度中氟啶虫酰胺的实际浓度,
在暴露第 1 天配制暴露溶液后(0 h)和第 1 次换水前

(48 h)分别收集 10 mL 水样,参考马明等[23]的方法

采用液质联用仪进行浓度分析。
1. 3. 4　 新鱼缸潜水试验

暴露 21 d 后每重复取 5 条鱼进行新鱼缸潜水

试验,参考 Dong 等[24]的试验方法并略加修改,测试

装置为梯型鱼缸(图 1)。 测试开始前,梯型鱼缸中加

入曝气自来水至 10 cm 深度,并在距离缸底 5 cm 处

划一条水平线,将水体分为上下 2 层(图 1),摄像机

镜头正对水平线。 行为测试时,从暴露缸中随机取

5 条成鱼依次进行行为观察,并采集视频 5 min(鱼
接触水面开始计时)用于行为分析。 EthoVision XT
14 分析焦虑样行为相关的指标包括:(1)上半部路程

与总路程比值,即试验鱼 5 min 内在水平线上方水

图 1　 新鱼缸潜水试验装置图

注:(a) 实物图;(b) 示意图。

Fig. 1　 Diagram of the novel tank test apparatus
Note: (a) Picture of fishbowl; (b) Diagram.



第 5 期 刘红丽等:氟啶虫酰胺慢性暴露对斑马鱼神经行为影响研究 365　　

域的游动路程与总游动路程的比值; (2)在上部时

间,即试验鱼 5 min 内在水平线上方水域的游动时

间;(3)第 1 次上浮时间,即试验鱼第 1 次从下层水

域越过水平线进入上层水域的时间;(4)穿梭次数,
即试验鱼在两部分水域间的穿梭次数。
1. 3. 5　 T 型迷宫试验

T 型迷宫由透明玻璃制成(图 2),分为 1 个长臂

(长×宽×高=50 cm×10 cm×10 cm)和 2 个短臂(长×
宽×高=20 cm×10 cm×10 cm)两部分。 长臂的最前

端为启动区域,长、宽、高均为 10 cm,左臂和右臂分

别套上红色和绿色的袖套。 试验过程中,T 型迷宫

中注入 8 cm 深的曝气水。 暴露 21 d 后每重复取 5
条鱼单独进行 T 型迷宫试验,参考 Pilehvar 等[25]的

检测方法。 试验分为 2 个阶段:(1)训练阶段,目的

是通过食物刺激,使斑马鱼将目标区域与食物相联

系,培养斑马鱼的学习记忆能力。 在训练过程中,开
启右臂作为目标区域,同时关闭左臂。 将每条鱼在

启动区域释放,让斑马鱼在 T 迷宫中自由探索 3
min,同时在目标区域中撒入适量饲料作为食物奖

励。 如果斑马鱼在 3 min 内未到达目标区域,将使

用饲料进行引导,并在目标区域停留 1 min 后捞出,
训练时间为每天 9:00—15:00,连续 7 d 每天 1 次,并
仅在训练时进行喂食。(2)测试阶段,训练完成后的

第 2 天进行测试来评估斑马鱼的学习记忆能力。 在

此阶段,摄像机位于鱼缸正上方,左右臂同时开启,
将每条鱼在启动区域释放,从斑马鱼进入启动区域

开始计时,让斑马鱼在 T 型迷宫中自由探索 5 min,
不以食物作为奖励,不进行引导,采集视频用于后续

行为分析。 EthoVision XT 14 分析学习记忆行为相

关的指标包括:(1)到达正确臂次数,即试验鱼在 5
min 内到达目标区域的次数;(2)中间臂停留时间,即
试验鱼在缓冲区域的迟疑时间;(3)正确臂内游动速

率,即试验鱼在目标区域的活跃状态;(4)第 1 次到

达正确臂的时间,即试验鱼第 1 次进入目标区域所

花费的时间。
1. 3. 6　 多巴胺和皮质醇含量测定

21 d 暴露试验完成后,每个重复取 5 条成鱼,分
别取脑组织(约 0.0150 g),加入 0.9% 的生理盐水 1
mL。 用研磨器充分匀浆,3 000 r·min-1离心 10 min
后收集上清液并分装,置于 - 20 ℃ 保存。 按照

ELISA 检测试剂盒测定多巴胺和皮质醇的含量。
1. 3. 7　 miga2 等行为相关基因表达量测定

21 d 暴露试验完成后,每重复取 5 条成鱼的脑

图 2　 T 型迷宫试验装置

注:(a) 实物图;(b) 示意图。

Fig. 2　 Diagram of T-maze test apparatus
Note: (a) Picture of fishbowl; (b) Diagram.

组织(约 0.0150 g),加入 1 mL TRNzol Universal 试
剂,根据 RNA 提取试剂盒说明书提取总 RNA,使用

酶标仪测定总 RNA 浓度。 获得的 RNA 溶液分装

后置于-80 ℃ 冰箱保存。 取 1 μg RNA,使用 Hi-
fair® Ⅲ 1st Strand cDNA Synthesis SuperMix for
qPCR (gDNA digester plus)试剂盒将 RNA 反转录合

成 cDNA,采用 TaKaRa TaqTM 试剂盒进行 PCR 扩

增,通过琼脂糖凝胶电泳对目的片段的大小进行验

证,并通过测序进一步验证扩增片段的准确性。 选

取核 糖 体 蛋 白 L13A ( ribosomal protein L13A,
rpl13a)和酸性核糖体蛋白大亚基 P0 (ribosomal pro-

� tein, large, P0, rplp0)同时作为内参基因,引物设计如

� 表 1 所示,根据 Hieff UNICON® Universal Blue qPCR
SYBR Green Master Mix 试剂盒进行荧光定量 PCR
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扩增,目的基因表达水平用 2-ΔΔCt 法进行计算处理。
1. 3. 8　 数据处理

采用 SPSS26.0 进行单因素方差分析(P<0.05 时

� 表示处理组与对照组具有显著性差异),使用 EX-
CEL、ORIGIN 2018 进行图表绘制。

2　 结果(Results)
2. 1　 试验鱼的死亡率

21 d 暴露试验过程中斑马鱼的死亡情况统计

如表 2 所示,死亡率均未超过 10% ,表明这 3 个暴

露浓度对斑马鱼的存活率没有影响。

表 1　 基因引物

Table 1　 Sequences of primers for the genes

基因

Gene
引物序列(5’→3’)

Sequence of the primers (5’→3’ )
登记号

Accession No.
作用

Function

rpl13a
(核糖体蛋白 L13A,

aribosomal protein L13A)

F:CGCTATTGTGGCCAAGCAAG
R:TCTTGCGGAGGAAAGCCAAA

NM_212784.1
内参基因

Reference gene

rplp0
(酸性核糖体蛋白大亚基 P0,
ribosomal protein, large, P0)

F:AAGAGATTCCTGGAGGGTGTG
R:TCAGCCAAGGGGAATGTGTAG

NM_131580.2
内参基因

Reference gene

Ada
(腺苷脱氨酶,

adenosine deaminase)

F:GCATCTCGATGGGGCCATTA
R:TCTCTGTCCCCTGCAATGAC

NM_001002646.1
参与免疫应答,与神经发育相关[26-27]

Involved in immune response and related
to neural development[26-27]

irf1
(干扰素调节因子 1,

interferon regulatory factor 1)

F:GTGTCCAGAATGCGCATGCG
R:GCCCACTGCTTGAACAGACA

NM_001040352.1

参与免疫应答 调 控, 与 焦 虑 样 行 为

相关[28]

Involved in immune response and related
to anxiety-like behavior[28]

mfn2
(线粒体融合蛋白 2,

mitofusin 2)

F:CATCCTTCACCAGTCGTGCT
R:GGCTTCAGACCGTCGATCAT

NM_001128254.2

参与神经系统稳态调控,与神经退行

疾病相关 [29]

Involved in the regulation of nervous sys-
tem homeostasis and related to neurode-
generative diseases[29]

miga2
(线粒体外膜蛋白 2,mitoguardin 2)

F:GGTCAAAGCCAACAAGAGTCC
R:CGTCCTTCCAGCTCCATCTT

NM_001013557.2

参与神经系统稳态调控,与神经退行疾

病相关[30]

Involved in the regulation of nervous sys-
tem homeostasis and related to neurode-
generative diseases[30]

xdh
(黄嘌呤脱氢酶,

xanthine dehydrogenase)

F:GGCTTAGGTCTGTTCACGCT
R:GAGGTTCACCCACAGCCTTT

XM_683891.7

参与神经递质传递调控,与焦虑样行为

相关[31]

Involved in regulation of neurotransmitters
and related to anxiety-like behavior[31]

表 2　 暴露试验中斑马鱼的死亡率

Table 2　 Zebrafish deaths during exposure tests
暴露试验浓度/(μg·L-1 )

Concentration in exposure tests/(μg·L-1 )

总数/条

Total number/pieces

死亡数/条

Deaths/pieces

死亡率/%

Death rate/%

0 75 3 4.00

1 75 3 4.00

10 75 7 9.33

100 75 4 5.33
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2. 2　 暴露溶液中氟啶虫酰胺的实测浓度

对处理组药液中的氟啶虫酰胺进行实际浓度的

测定(表 3)。 结果表明,所有处理组水样的实测浓度

与理论浓度均无显著性差异(P>0.05),说明氟啶虫酰

胺在暴露试验中浓度保持相对稳定。
2. 3　 新鱼缸潜水试验结果

新鱼缸潜水试验评估了斑马鱼在新环境中的焦

虑样行为。 在本研究中,对照组被试斑马鱼表现正

常的寻求保护行为能力,在新鱼缸底部潜伏一定时

间感到安全后开始探索上半部鱼缸区域,并多次穿

梭于上下部鱼缸进行探索。 而经过 1、10 和 100 μg
·L-1的氟啶虫酰胺 21 d 的慢性暴露后,与照组相

比,被试斑马鱼成鱼第 1 次开始对上半部鱼缸探索

时间、在鱼缸上部游动时间以及鱼缸上下部穿梭次

数均呈现出降低趋势,表明斑马鱼成鱼表现一定的

焦虑样行为。 但是,当氟啶虫酰胺浓度为 1、10 和

100 μg·L-1时,所测定的 4 个指标,即被试斑马鱼成

鱼在上半部路程与总路程比值,在上部时间,第 1 次

上浮时间和穿梭次数,与对照组均无显著差异(P>
� 0.05) (图 3)。

2. 4　 T 型迷宫试验结果

T 型迷宫试验评估了斑马鱼的学习、记忆能力。
在本研究的 T 型迷宫试验中(图 4),对照组中被试斑

马鱼成鱼能够迅速到达正确臂区域,并在那里探索、
停留,这表明斑马鱼具有很强的记忆能力,可以迅速

区分正确臂和错误臂。 而经过 1、10 和 100 μg·L-1

的氟啶虫酰胺 21 d 慢性暴露,被试斑马鱼在中间臂

停留时间和第 1 次到达正确臂时间均增加,即经过氟

啶虫酰胺慢性暴露后,被试斑马鱼做出选择的时间增

加。 表明氟啶虫酰胺慢性暴露 21 d 后,被试斑马鱼

成鱼学习、记忆行为受到一定的影响。 但是,当氟啶

虫酰胺浓度为 1、10 和 100 μg·L-1时,与对照组相比,
所测定的 4 个指标,即被试斑马鱼成鱼在测定时间内

到达正确臂次数、正确臂内游动速率、中间臂停留时

间和第 1 次到达正确臂时间无显著影响(P>0.05)。

2. 5　 氟啶虫酰胺暴露对斑马鱼多巴胺和皮质醇含

量的影响

　 　 与行为观察一样,一些生理学指标可以为行为

神经毒性研究提供有价值的数据。 多巴胺是大脑中

含量最丰富的儿茶酚胺类神经递质,在运动、认知行

为中发挥重要作用[32]。 斑马鱼皮质醇水平可以进一

步评价斑马鱼的焦虑现象[33]。 在本研究中,当氟啶

虫酰胺浓度为 1、10 和 100 μg·L-1,对斑马鱼暴露

21 d 后,被试斑马鱼脑组织中多巴胺和皮质醇的含

量有一定的增高趋势,但与对照组相比无显著差异

(P>0.05)(图 5)。
2. 6　 氟啶虫酰胺暴露对斑马鱼行为相关基因表达

水平的影响

　 　 斑马鱼成鱼在不同浓度的氟啶虫酰胺中慢性暴

露 21 d 后,脑组织中与行为神经毒性相关基因表达

水平如图 6 所示。 与对照组相比,当氟啶虫酰胺的

浓度为 1、10 和 100 μg·L-1时,miga2 的表达水平显

� 著降低(P<0.05);100 μg·L-1的氟啶虫酰胺暴露使

� xdh 的表达水平显著升高(P<0.05)。 而对ada、irf1 和

mfn2 这 3 个基因的表达量无显著性影响(P>0.05)。
� 这表明氟啶虫酰胺慢性暴露 21 d 后,斑马鱼神经系

统稳态调控和焦虑样行为调控基因表达发生改变,
而其行为可能随之受到影响。

3　 讨论(Discussion)
氟啶虫酰胺是一种新型低毒吡啶酰胺类昆虫生

长调节剂类杀虫剂,目前被证实作用于内向整流钾

离子通道。 由于其对蚜虫等刺吸式口器害虫具有较

高活性和新烟碱类杀虫剂禁限用趋势,氟啶虫酰胺

的使用逐渐增多。 尽管尚未有报道氟啶虫酰胺对非

靶标水生生物的影响,为了更科学、合理地使用氟啶

虫酰胺,开展氟啶虫酰胺对环境非靶标生物毒性及

其机制研究具有重要意义。 斑马鱼行为评估是一种

进行神经科学研究的强大、有效和简单的工具。 行为

反应通常被用作神经元内毒理学影响的敏感指标。

表 3　 暴露过程中氟啶虫酰胺的理论浓度和实测浓度

Table 3　 The nominal and measured concentrations of flonicamid

暴露时间/h

Exposure time/h

氟啶虫酰胺浓度/(μg·L-1 )

Concentration of flonicamid/(μg·L-1 )

1 10 100

0 0.95±0.06 9.69±0.41 102±2.98

48 0.85±0.03 8.96±0.51 93.4±3.03



368　　 生 态 毒 理 学 报 第 17 卷

　 　 在本研究中,利用新鱼缸潜水试验和 T 型迷宫

试验来评估氟啶虫酰胺长期慢性暴露下对斑马鱼成

鱼焦虑、学习和记忆行为的影响。 在新鱼缸潜水试

验中,与对照组相比,经过 1、10 和 100 μg·L-1的氟

啶虫酰胺 21 d 的慢性暴露后,氟啶虫酰胺处理组斑

马鱼成鱼很快地对鱼缸上部区域进行第 1 次探索。
同时,更倾向在鱼缸下半部进行活动,且在上、下水

域之间的穿梭次数略有减少。 而对照组中的斑马鱼

在暴露于新的鱼缸时,由于寻求保护的本能行为,会
潜在缸底直到感到安全才会向鱼缸上半部进行探

索[34]。 在 T 型迷宫试验中,经过暴露的被试斑马鱼

在中间臂停留时间和第 1 次到达正确臂时间均增

加,即被试斑马鱼做出选择的时间增加。 因此,氟啶

虫酰胺 21 d 的慢性暴露后,被试斑马鱼出现轻微焦

虑样行为,且学习、记忆行为轻微发生改变。 但统计

分析结果表明当氟啶虫酰胺浓度为 1、10 和 100 μg
·L-1时,所测定行为指标,与对照组均无显著差异(P
>0.05)。 Metcalfe 等[10]在 2019 年首次报道了加拿大

� 安大略省五大湖流域中氟啶虫酰胺残留浓度范围为

0.79 ~ 1.75 μg·L-1,其他国家水环境残留量目前并

没有报道。 在本研究的 1、10 和 100 μg·L-1范围内,
氟啶虫酰胺并没有引起斑马鱼显著的行为改变,是
否表明了在实际环境下氟啶虫酰胺对水生生物安

全,需要开展更多的试验进行评估,如社会行为试

验,光/暗、颜色偏好试验等[24],同时考虑设置高的浓

度范围。

图 3　 21 d 氟啶虫酰胺暴露后斑马鱼在新鱼缸潜水试验中的行为(n=14)
注:(a) 0、1、10、100 μg·L-1轨迹累加图;(b) 上半部路程与总路程比值;(c) 在上半部时间;(d) 第 1 次上浮时间;(e) 穿梭次数。

Fig. 3　 Behavioral profiles of zebrafish after exposure to flonicamid for 21 d in the novel tank diving test (n=14)
Note: (a) Cumulative visualization image of zebrafish in each group 0, 1, 10, 100 μg·L-1 ; (b) Ratio of upper distance to total;

(c) Time spent in upper area; (d) Latency to enter the upper; (e) Shuttle times.



第 5 期 刘红丽等:氟啶虫酰胺慢性暴露对斑马鱼神经行为影响研究 369　　

　 　 生理学指标可以为行为神经毒性研究提供有价

值的数据。 本研究中,经过 1、10 和 100 μg·L-1的氟

啶虫酰胺 21 d 的慢性暴露后,发现被试斑马鱼脑组

织中的多巴胺和皮质醇含量均有升高趋势,但与对

照组无显著性差异(P>0.05)。 而 miga2 和 xdh 基因

� 的表达水平受到显著影响(P<0.05)。
综上所述,斑马鱼成鱼慢性暴露于 1、10 和 100

μg·L-1的氟啶虫酰胺 21 d 后,与斑马鱼神经系统形

成发育相关基因 miga2 和 xdh 基因表达水平受到显

� 著影响(P<0.05),可能引起其焦虑样行为和学习记忆

行为受到轻微影响(P>0.05)。 此外,研究表明,在神

� 经细胞中,Kir 通道对于细胞静息膜电位和调节动

作电位持续时间至关重要[6],参与神经元的复极化

过程[35]。 同时,此通道在大脑等许多器官的功能中

起着重要的生理作用[36],遭到破坏会引起通道病,如
癫痫等与神经系统相关的疾病[37]。 因此对于氟啶虫

酰胺暴露后,是否会引起斑马鱼中 Kir 通道的损伤,
需要更进一步的研究。 本研究对氟啶虫酰胺环境暴

露水生生物毒性预警具有重要的参考价值。 同时,
为了更科学、合理地使用氟啶虫酰胺,需要更系统

深入的试验来评估氟啶虫酰胺的环境非靶标生物

安全性。

图 4　 氟啶虫酰胺 21 d 暴露后斑马鱼在 T 型迷宫试验中的行为(n=14)
注:(a) 0、1、10、100 μg·L-1轨迹累加图;(b) 到达正确臂次数;(c) 正确臂内游动速率;(d) 中间臂停留时间;(e) 第 1 次到达正确臂时间。

Fig. 4　 Behavioral profiles of zebrafish after exposure to flonicamid for 21 d in T-maze test (n=14)
Note: (a) Cumulative visualization image of zebrafish in each group 0, 1, 10, 100 μg·L-1 ; (b) Times to the target area;

(c) Velocity center-point; (d) Cumulative duration; (e) Latency to first entry to the target area.
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图 5　 21 d 暴露对斑马鱼多巴胺(a)和皮质醇(b)含量的影响

注:图中数据为平均值±标准误;柱上无符号标注表示无显著差异(P>0.05,单因素方差分析 Tukey 检验)。

Fig. 5　 Effects on dopamine (a) and cortisol (b) contents in zebrafish after 21 d of exposure to flonicamid
Note: Data in the figure are expressed as mean±SE; unsigned labels above bars indicate no significant difference (P>0.05, Tukey’s test).

图 6　 21 d 氟啶虫酰胺暴露对斑马鱼行为神经毒性相关基因表达水平的影响

注:图中数据为平均值±标准误;柱上*表示与对照组(0 μg·L-1 )差异显著(P<0.05,单因素方差分析 Tukey 检验)。

Fig. 6　 Effects of 21 d exposure of fonicamid on the expression of genes involved in the behavioral neurotoxicity of zebrafish
Note: Data in the figure are expressed as mean±SE; * indicates significant difference compared to the

control group (0 μg·L-1 ), P<0.05 (Tukey’s test).

通讯作者简介:张兰(1978—),女,博士,研究员,主要研究方

向为农药毒理学。
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