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摘要: 环丙沙星是恩诺沙星的主要代谢产物,因其抗菌谱广、杀菌力强、起效快等优点而被广泛应用,在土壤、水体等环境中被

不同程度检出,然而目前有关环丙沙星对鱼类早期生命发育阶段的神经毒性效应研究较少。 采用模式动物斑马鱼(Danio re-
rio)作为研究对象,在 0.1、1 mg·L-1浓度水平上,从胚胎自发运动、运动活性、乙酰胆碱酶活性及多巴胺、血清素通路和神经发

� 育关键基因的表达等方面评估环丙沙星对斑马鱼早期发育阶段的神经毒性。 结果表明,0.1 mg·L-1浓度组抑制斑马鱼胚胎自

发运动(P<0.001),1 mg·L-1浓度组诱导乙酰胆碱酯酶活性(P<0.05);1 mg·L-1浓度组斑马鱼运动行为活跃(P<0.05)和光照刺激

� 惊恐反应性增加(P<0.01);同时,胆碱能系统、多巴胺、血清素通路和神经发育系统的 ache、shha、th2、htr1aa、htr5a 表达上调(P<
� 0.05),gfap、dat、nestin 基因表达下调(P<0.05)。 这些结果表明环丙沙星可能通过影响多巴胺、血清素和神经发育关键基因的表

� 达产生神经毒性,进而影响运动行为。
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Abstract: Ciprofloxacin is the main metabolite of enrofloxacin, which is widely used because of its broad antibac-
terial spectrum, strong bactericidal force and rapid onset of action, and has been detected in soil, water and other
environments to varying degrees. However, there are few studies on the neurotoxic effects of ciprofloxacin on early
life stages of fish development. Therefore, in this study, the model animal zebrafish (Danio rerio) was used to assess
the neurotoxicity of ciprofloxacin on zebrafish at early developmental stages in terms of embryonic spontaneous
movements, motor activity, acetylcholinesterase activity and expression of dopamine and serotonin pathways and
key neurodevelopmental genes at concentrations of 0.1 mg·L-1 and 1 mg·L-1 . Our results showed that the 0.1 mg
·L-1 concentration group inhibited the spontaneous movement of zebrafish embryos (P<0.001), and the 1 mg·L-1

� concentration group induced acetylcholinesterase activity (P<0.05). Zebrafish in 1 mg·L-1 group showed active lo-
� comotor activity (P<0.05) and increased startle response upon light stimulation (P<0.01); at the same time, upregu-
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� lation of the expression levels of genes ache, shha, th2, htr1aa and htr5a (P<0.05), and downregulation of the ex-
� pression levels of genes gfap, dat and nestin (P<0.05) were observed, which regulate the cholinergic, dopaminergic,

serotoninergic and neurodevelopmental systems. These results suggested that ciprofloxacin produced neurotoxicity
by affecting the expression of dopamine, serotonin and key neurodevelopmental genes, thereby causing alterations
in motor behavior.
Keywords: ciprofloxacin; zebrafish; neurotoxicity; behaviors; acetylcholinesterase

　 　 氟喹诺酮类(fluoroquinolones, FQs)抗生素是喹

诺酮类药物在 6 位上加上一个氟原子后形成的第三

代药物,具有更强的抗菌活性,因其广谱性和抑制大

多数细菌的脱氧核糖核酸旋转酶和拓扑异构酶Ⅳ的

能力使其适用于治疗多种养殖动物和鱼类的感

染[1]。 FQs 类药物进入环境生态系统,主要源自医

疗行业、水产养殖以及畜牧业的大量使用[2]。 其在

体内不能完全代谢,大部分会通过粪便,尿液等途径

释放到水生系统中[3]。 大量研究报道废水中 FQs 类
抗生素残留水平较高[4]。 研究表明已在多种水生环

境中检测到 μg·L-1水平的抗生素,甚至在 mg·L-1

和 mg·kg-1浓度水平,在地表河水中检测到恩诺沙

星的含量为 0 ~ 136 ng·L-1,生产兽用抗生素的制药

公司的废水中氟喹诺酮类药物的含量最高达大约

200 mg·L-1 [5-8],此外,根据 2020 年全国农产品抽检

报告可知,2020 年水产品中恩诺沙星与环丙沙星检

出范围之和为 18.7 ~ 13 800.0 μg·kg-1,平均值为

895.4015 μg·kg-1[9];2020 年阿根廷市场上的水产品

检出情况为恩诺沙星(太平洋鲑鱼 17.37 μg·kg-1、鲥
鱼 22.63 μg·kg-1、鳟鱼 3.91 μg·kg-1 ),环丙沙星(太
平洋鲑鱼 13.2 μg·kg-1、鳟鱼 70.41 μg·kg-1)[10]。

环丙沙星具有抗菌谱广、杀菌力强、起效快、不
易产生耐药性、价格低廉等特点[11],而被广泛应用,
其也是恩诺沙星的主要代谢产物,由于氟喹诺酮类

药物本身的性状和不合理使用现象的存在,引起了

一系列的不良反应,主要包括胃肠道反应、中枢神经

系统毒性、光毒性、肝毒性和过敏反应等[12],氟喹诺

酮类药物引起的中枢神经毒性发生率仅次于胃肠道

反应,中枢神经毒性主要表现为失眠、头痛、头昏,严
重者会精神异常、昏厥等[13],研究表明诺氟沙星是通

过诱导神经系统内细胞凋亡的发生,扰乱神经元和

神经胶质细胞系的分化平衡来引发神经毒性[14],环
丙沙星在高浓度组(50 mg·kg-1 )表现出诱发抑郁和

焦虑状态,是通过降低脑部血清素和 γ-氨基丁酸(γ-
aminobutyric acid, GABA)的含量,并增强氧化应激

及降低抗氧化防御系统来引起神经毒性的[15],诺氟

沙星单独或与磺胺甲噁唑联合使用可抑制金鱼的乙

酰胆碱酯酶活性[16]。 当恩诺沙星暴露鲇鱼时体内乙

酰胆碱酯酶的活性发生了变化[17]。 以往研究表明环

丙沙星引起的神经毒性强于依诺沙星、培氟沙星,但
对其引发的神经毒性的机制尚未明确。 目前研究认

为,该毒性可能与 γ-氨基丁酸 A 受体和 N-甲基-D-
天冬氨酸(N-methyl-D-aspartic acid, NMDA)受体活

性相关[18]。 通过对 FQs 暴露后的斑马鱼幼鱼的行

为效应和组织病理学分析,发现 FQs 对神经具有显

著的毒理学效应,但其神经毒性作用机制尚未完全

明确,因此需要进一步的研究来阐明斑马鱼幼鱼与

FQs 相关的神经毒性作用机制[19]。
乙酰胆碱酯酶 (acetylcholinesterase, AchE)被认

为是检测神经毒性的生物标志物[20],da Silva Santos
等[21]的研究表明药物长期暴露后斑马鱼的 AchE 活

性升高是斑马鱼产生神经毒性的原因之一,章子男

等[22]报道了神经性毒剂塔崩染毒小鼠后使 AchE 活

性上升。 运动行为指标相较于死亡率和孵化率等指

标对水生环境中的污染物更为敏感,而斑马鱼早期

生命阶段的运动行为已被用来评估化学物质的发育

神经毒性[23]。
斑马鱼(Danio rerio)因生理机制与哺乳动物具

� 有高度保守性、基因与人类基因同源性高、产卵量

大、繁殖能力强、胚胎透明、发育周期短、借助显微镜

可观察到胚胎活体状态下的发育过程等[24]优点而被

广泛用于毒理学、遗传学、免疫学和损伤修复[25]等研

究领域。 鉴于此,本研究选取环丙沙星为暴露用药,
将斑马鱼胚胎暴露于不同浓度的环丙沙星,通过测

定斑马鱼胚胎自发运动、运动行为、乙酰胆碱酯酶活

性和神经递质、神经发育系统标志基因表达,从而探

究环丙沙星对斑马鱼胚胎的神经毒性影响。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 试剂和仪器

环丙沙星(纯度>99% ,天津阿尔塔科技有限公

司);乙酰胆碱酯酶活性试剂盒(南京建成生物工程

研究所);RNA 提取、反转录和荧光定量 PCR 试剂盒
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(北京京北日晟生物科技有限公司)。
斑马鱼养殖系统(Z-A-S5,上海海圣生物实验设

备有限公司,中国)、体式光学显微镜(SZX2-ILLT,日
本奥林巴斯);人工气候培养箱(RXM 智能型,宁波

江南仪器厂,中国);酶标仪(Infinite M200 PRO,美国

TECAN 公司),斑马鱼行为分析仪(DanioVison,Nol-
dus 公司,荷兰);荧光定量 PCR 仪 (CFX96TM Real
Time PCR Detection System, BioRad,美国)。
1. 2　 实验动物

本实验所用斑马鱼为 AB 系野生鱼,购自南京

一树梨花生物科技有限公司。 饲养条件如下:光照

周期 14 h(光)/10 h(暗),水温(28±0.5) ℃,pH =7.20±
0.3,电导率(500±30) S·m-1,每天投喂丰年虾活体

(Artemia nauplii)2 次。 实验前一晚,将健康斑马鱼

� 按雌鱼和雄鱼 2 ∶ 2(个体数目比)的比例放置于产卵

缸内,次日清晨完成交配和产卵,挑选发育正常的斑

马鱼胚胎用于药物暴露实验。
1. 3　 斑马鱼胚胎暴露实验

实验前配制系列浓度暴露溶液,实验共设 3 个

环丙沙星浓度梯度:0(超纯水)、0.1、1 mg·L-1,收集

斑马鱼胚胎,于显微镜下挑选发育正常,同一时期的

胚胎置于 6 孔板中,加入相应体积的暴露液,于恒温

培养箱中培养至 120 hpf (hours post fertilization,
hpf),每个浓度设置 6 个平行,每个平行 30 枚胚胎,
每 24 h 更换一次暴露液,暴露浓度依据农产品抽检

结果和预实验结果选定。
分别在暴露 0 h 和 24 h 取 100 μL 暴露液进行

浓度测定,色谱条件:XBridge@C18 色谱柱(2.1 mm
×100 mm, 3.5 μm),流动相为 0.1%甲酸水(A)-0.1%
甲酸乙腈(B),流速为 0.4 mL·min-1;柱温为 40 ℃;
进样量为 1 μL。 质谱条件:电喷雾离子源;去簇电

压(DP)为 73 V;正离子模式扫描;离子源电压为

4 500 V;雾化器温度为 500 ℃;检测方式为多反应

监测(multiple reaction monitoring mode, MRM),碰撞

能为 23 V,保留时间为 2.02 min。
1. 4　 胚胎自发运动测定

从不同浓度暴露组中随机挑选 20 枚发育至 24
hpf 的斑马鱼胚胎,于显微镜下视频记录并计数斑

马鱼胚胎的自发胎动情况,每次 30 s,重复观察 2
次,观测前,将胚胎置于显微镜下适应 2 min。
1. 5　 运动行为测定分析

经环丙沙星暴露后,每组随机取出 30 条发育至

120 hpf 的斑马鱼幼鱼进行运动行为分析测定。 将

选取的幼鱼置于 96 孔板内,每孔 1 尾幼鱼和 300
μL 暴露液。 完成准备工作后,将 96 孔板置于斑马

鱼行为分析仪中进行运动行为测试,测试幼鱼在持

续光照(自由游泳行为)、光暗周期下(运动活性监测)
和不同光照刺激时长(光照刺激惊恐反应)下的运动

行为。 自由游泳行为检测程序为 10 min 暗-20 min
亮,检测斑马鱼仔鱼在连续光照下的运动行为;运动

活性监测测定程序为 10 min 暗-5 min 亮-5 min 暗-5
min 亮-5 min 暗,检测斑马鱼仔鱼在光暗周期刺激

下的游泳行为;光照刺激惊恐反应检测程序为 10
min 暗-1 min 亮-5 min 暗-2 min 亮-5 min 暗-3 min
亮,检测斑马鱼仔鱼在不同强光刺激时长下的应激

惊恐行为。
1. 6　 乙酰胆碱酯酶活性检测

按照上述暴露条件处理斑马鱼胚胎至 120 hpf,
收集幼鱼并整体组织匀浆,检测其乙酰胆碱酯酶活

性。 每个处理组 3 个平行,每个平行 30 条幼鱼(剔
除未正常发育个体)。 使用乙酰胆碱酯酶检测试剂

盒进行测定。 测定过程为:准确称取幼鱼组织质量,
按照质量(g) ∶ 体积(mL)为 1 ∶ 9 的比例,加入 9 倍

体积的生理盐水,在 0 ℃下超声破碎 15 min,2 500 r
·min-1离心 10 min,于冰上待用,取上清液 30 μL 用

于测定乙酰胆碱酯酶活性,依次添加底物缓冲液和

显色应用液 500 μL(以上步骤于冰上避光操作),混
匀,37 ℃ 准确反应 6 min 后,依次添加抑制剂 30
μL、透明剂 100 μL(以上步骤于常温条件下操作),
混匀,静止 15 min 后,使用酶标仪于 412 nm 测定各

管吸光度值。 为了消除样品制备时由于蛋白量的差

异而造成的误差,使用 Bradford 蛋白浓度测定试剂

盒检测样品蛋白量。
1. 7　 实时荧光定量 PCR

按照上述暴露条件处理斑马鱼胚胎至 120 hpf,
收集幼鱼,每个处理组 3 个平行,每个平行 50 条幼

鱼(剔除未正常发育个体),液氮速冻,置于-80 ℃冰

箱保存,使用试剂盒进行总 RNA 提取,提取过程

为:获得的幼鱼组织中,加入 500 μL 的 Buffer RL1
于 20 ℃条件下破碎匀浆 15 min,将匀浆液转移至

DNA-Cleaning Column 中(DNA-Cleaning Column 放

入收集管中),12 000 r·min-1离心 2 min,移除 DNA-
Cleaning Column,保留收集管内上清液,加入 1.6 倍

体积的 Buffer RL2,轻柔混匀,将混合液转移至

RNA-Only Column 中(纯化柱放入收集管中),12 000
r·min-1离心 1 min,弃收集管中的废液,重复一次,
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向纯化柱中加入 500 μL 的 Buffer RW1,12 000 r·
min-1离心 1 min,弃收集管中的废液,加入 700 μL
的 Buffer RW2,12 000 r·min-1离心 1 min,弃收集

管中的废液,重复一次,将纯化柱放入收集管中,
12 000 r·min-1空管离心 2 min,将纯化柱转移至新

的收集管中,加入已于 65 ℃ 预热的 RNase-Free
ddH2O,室温放置 2 min,12 000 r·min-1 离心 1
min,收集 RNA 溶液,注意以上全程常温操作,勿
低温离心。

cDNA 的合成依据 All-in-One First-Strand Syn-
thesis MasterMix (with dsDNase)试剂盒说明书进行,
荧光定量 PCR 按照 2 ×SYBR Green qPCR Premix
(Universal)试剂盒进行操作,使用实时荧光定量 PCR
仪对各个基因进行扩增,以 β-actin 为内参基因,Re-

� al-time PCR 扩增结束后,用 2-ΔΔCt 相对定量法计算

� 各组基因的相对表达量,目的基因引物序列信

息[26-27]如表 1 所示。
1. 8　 统计与分析

实验数据采用 Graphpad Prism 8 软件进行数据

分析和绘图。 组间差异分析通过单因素方差分析

(ANOVA)并以 Dunnett’ s 检验进行多重比较,设 P<
� 0.05 时有统计学差异,* P<0.05、* * P<0.01。

2　 结果(Results)
2. 1　 环丙沙星暴露前后浓度测定

在暴露 0 h 和 24 h 时取 100 μL 暴露液进行浓

度测定,对其峰面积进行定量。 定量结果为 0.1 mg·
L-1(0 h: 4.21E+05, 24 h: 3.83E+05)、1 mg·L-1(0 h:
4.32E+05, 24 h: 4.05E+05),这表明,在 24 h 暴露期

间药物浓度基本维持恒定。 根据定量结果,每 24 h
更换一次暴露液可维持暴露浓度恒定。
2. 2　 环丙沙星暴露对胚胎自发运动的影响

斑马鱼胚胎的自主摆尾运动主要是斑马鱼尾部

的摆动,与斑马鱼的次级神经元无关,是受到初级神

经元支配的运动,不依赖斑马鱼的脑部神经元,是可

检测到的最早神经行为[28-29],可作为检测神经毒性

的初始指标。 各浓度暴露组的 24 hpf 自主运动次

数如图 1 所示,0.1 mg·L-1浓度组与对照组相比其

胚胎自发运动次数 (1.80 次·min-1 )显著降低 (P <
� 0.001),1 mg·L-1 浓度暴露下的胚胎自发运动次数

(2.25 次·min-1)与对照组(2.90 次·min-1)相比显著降

低(P<0.05),因此其可显著抑制胚胎早期的自主运动

次数,这表明,环丙沙星抑制斑马鱼胚胎的自主运动

行为。

表 1　 目的基因引物序列信息

Table 1　 Gene primer sequence information
基因

Gene

引物序列(5’ ~ 3’ )
Primer sequence (5’ ~ 3’ )

β-actin
F: CGAGCAGGAGATGGGAACC

R: CAACGGAAACGCTCATTGC

ache
F: CCCTCCAGTGGGTACAAGAA

R: GGGCCTCATCAAAGGTAACA

th1
F: GGTCTCACGGCTGGTATCCT

R: TGCCTCGCAGAGCTTCACT

dat
F: TGGACTTCCGCGCCTGTATGATG

R: TCCGGGCAGCGAGCAGAACTTGTA

nr4a2b
F: GAAGACGGCGAAATCGATGC

R: CTGGCGGTTCTGACAACTTCC

bdnf
F: ATAGTAACGAACAGGATGG

R: GCTCAGTCATGGGAGTCC

th2
F: ACATTCACGGCTGAGGAGTTT

R: ATGCTGCCATACGTTTGGTC

htr1aa
F: TTCTACATCCCGCTCATCCTCA

R: CCTCCAAGTTTTACCCACCTCTC

htr5a
F: TGGATCAAAGAGGACCAACACC

R: CTGAAACGTCACCGTGGCAT

htr1b
F: GCTACGTCAACTCACTCATCAA

R: TCCTATCGTCTGCAACATCTAAA

htr2a
F: TACGGTGGCTGGGAACATTTTAG

R: GGGACACAGTGATGCAGGGAAA

syn2a
F: CTCCCAGCCCACCAATAAGG

R: CATCCGTGTGCGAAAAGCAG

mbp
F: AATCAGCAGGTTCTTCGGAGGAGA

R: AAGAAATGCACGACAGGGTTGACG

shha
F: GCAAGATAACGCGCAATTCGGAGA

R: TGCATCTCTGTGTCATGAGCCTGT

α1-tubulin
F: AATCACCAATGCTTGCTTCGAGCC

R: TTCACGTCTTTGGGTACCACGTCA

gfap
F: GGATGCAGCCAATCGTAAT

R: TTCCAGGTCACAGGTCAG

elavl3
F: AGACAAGATCACAGGCCAGAGCTT

R: TGGTCTGCAGTTTGAGACCGTTGA

gap43
F: TGCTGCATCAGAAGAACTAA

R: CCTCCGGTTTGATTCCATC

nestin
F: ATGCTGGAGAAACATGCCATGCAG

R: AGGGTGTTTACTTGGGCCTGAAGA

manf
F: AGATGGAGAGTGTGAAGTCTGTGTG

R: CAATTGAGTCGCTGTCAAAACTTG

chrnα7
F: TCAGTATTTTGCCACCACCA

R: CTTTGTCTTCGCCAGGTCTC
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图 1　 环丙沙星暴露对斑马鱼胚胎自主运动的影响

注:与对照组相比,*表示 P<0.05,* * *表示 P<0.001。

Fig. 1　 Effect of ciprofloxacin exposure on the autonomic
movement of zebrafish embryos

Note: Compared with control, * represents P<0.05,
* * * represents P<0.001.

2. 3　 环丙沙星暴露对幼鱼运动行为的影响

在设定的检测程序内,暴露至 120 hpf 的幼鱼

在光暗周期、持续光照和不同光照刺激时长下的运

动速度如图 2(a) ~ (c)所示,在运动活性(图 2(a))监测

时间内,与对照组相比,各剂量组的运动速度随着暴

露浓度的升高而降低,1 mg·L-1浓度组(0.411 mm·
s-1)与对照组(0.659 mm·s-1)相比显著降低(P<0.05);

� 自由游泳行为(图 2(b))检测结果显示,在持续光照刺

激下,各浓度组的运动速度与对照组相比,有降低的

趋势,但未见显著性差异;在不同光照刺激时长(图
2(c))下,与对照组(0.729 mm·s-1)相比,0.1、1 mg·L-1

暴露组的运动速度(1.02 mm·s-1、1.06 mm·s-1 )随着

暴露浓度的升高而加快,且具有显著差异(P<0.05),
� 这表明环丙沙星可能使仔鱼处于应激紧张状态,改

变其运动行为。
2. 4　 环丙沙星暴露对幼鱼乙酰胆碱酯酶活性的影响

一般认为乙酰胆碱酯酶是水环境中暴露于神经

性药物的生物标志物,乙酰胆碱酯酶通过催化水解

乙酰胆碱来终止其对胆碱受体的兴奋作用,维持神

经冲动。 由图 3 可知,与对照组相比,不同浓度的环

丙沙星能够诱导乙酰胆碱酯酶活性上升,且 1 mg·
L-1(8.92 U·mg-1 )与对照组(6.96 U·mg-1 )之间有显

著差异(P<0.05),乙酰胆碱酯酶活性的升高使乙酰胆

碱的受体减少,抑制兴奋的传递从而破坏神经递质

系统,这表明环丙沙星对斑马鱼幼鱼存在神经毒性作

用,其作用可能是由于乙酰胆碱供应不足而导致的。
2. 5　 环丙沙星影响胆碱能系统相关基因表达

为了探究乙酰胆碱酯酶活性变化的原因,本研

究对胆碱类的相关基因(chrnα7 和 ache)进行验证,
� 结果如图 4 所示,烟碱型胆碱受体 α7(chrnα7)与对

� 照组相比,其表达量随着环丙沙星浓度的升高而下

调,未见显著差异。 乙酰胆碱酯酶(ache)基因表达量

� 随着浓度升高而上调,1 mg·L-1浓度组与对照组相

比有显著差异(P<0.05),这与酶活测量结果一致,表
� 明环丙沙星上调 ache 基因表达,诱导乙酰胆碱酯酶

图 2　 环丙沙星暴露对幼鱼运动行为的影响

注:(a) 幼鱼在光暗周期下的运动速度,(b) 幼鱼在持续光照条件下的运动速度,(c) 幼鱼在不同光照刺激时长下运动速度;
与对照组相比,*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01。

Fig. 2　 The effect of ciprofloxacin exposure on the movement behavior of juvenile fish
Note: (a) The movement speed of zebrafish larvae under light dark cycle, (b) The movement speed of zebrafish larvae under continuous light conditions,

(c) The movement speed of zebrafish larvae under different light stimulation duration; compared with control, * represents P<0.05, * * represents P<0.01.
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图 3　 环丙沙星暴露对幼鱼乙酰胆碱酯酶活性的影响

注:与对照组相比,*表示 P<0.05。

Fig. 3　 Effect of ciprofloxacin exposure on acetylcholinesterase
activity of juvenile fish

Note: Compared with control, * represents P<0.05.

活性,破坏胆碱能系统。
2. 6　 环丙沙星影响神经递质相关基因表达

为了探究环丙沙星暴露引起的运动活性和应激

惊恐反应行为变化的原因,测定了多巴胺通路关键

基因(th1、dat、nr4a2b 和 bdnf)和血清素通路关键基

� 因(th2、htr1aa、htr5a、htr1b 和 htr2a)的表达。 结果如

� 图 5(a)所示,在多巴胺通路所验证的基因只有 dat 出
现显著差异(P<0.01),随着浓度的升高而下调; th1
和 nr4a2b 基因表达量下调,bdnf 基因表达上调,未

� 见显著差异。 如图 5 (b)所示,血清素通路的 th2、
htr1aa 和 htr5a 基因表达量随着浓度升高而显著上

调(P<0.05),而 htr1b 和 htr2a 基因表达量亦上调,未
� 见显著差异,这提示环丙沙星影响多巴胺和血清素

通路关键基因的表达,影响仔鱼运动活性和光照刺

激惊恐反应。
2. 7　 环丙沙星影响神经发育相关的基因表达

为了进一步探究环丙沙星对斑马鱼神经毒性的

内在机制,测定了神经发育系统的关键基因表达,结
果如图 6 所示,syn2a、mbp、α1-tubulin、gfap、nestin 和

� manf 基因表达量下调,shha、elavl3 基因表达量上调,
� gap43 基因表达量低浓度上调、高浓度下调,而 shha、
� gfap 和 nestin 基因表达量与对照组相比有显著差异

� (P<0.05),表明环丙沙星扰乱幼鱼的神经发育关键基

� 因的表达,从而影响仔鱼运动行为,诱导神经毒性。

图 4　 环丙沙星暴露对幼鱼胆碱类受体相关基因表达的影响

注:与对照组相比,*表示 P<0.05。

Fig. 4　 Effect of ciprofloxacin exposure on the expression
of choline receptor related genes in juvenile fish
Note: Compared with control, * represents P<0.05.

图 5　 环丙沙星暴露对幼鱼神经递质相关基因表达的影响

注:(a) 多巴胺通路相关基因的表达水平,(b) 血清素通路相关基因的表达水平;与对照组相比,*表示 P<0.05,* *表示 P<0.01。

Fig. 5　 Effect of ciprofloxacin exposure on expression of neurotransmitter related genes in juvenile fish
Note: (a) The expression level of dopamine pathway related genes, (b) The expression level of serotonin

pathway related genes; compared with control, * represents P<0.05, * * represents P<0.01.
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图 6　 环丙沙星暴露对幼鱼神经发育基因表达的影响

注:与对照组相比,*表示 P<0.05。

Fig. 6　 Effect of ciprofloxacin exposure on the expression of neurodevelopmental genes in juvenile fish
Note: Compared with control, * represents P<0.05.

3　 讨论(Discussion)
3. 1　 环丙沙星对运动行为的影响

斑马鱼胚胎的自发运动反映斑马鱼的神经元活

力,20 ~ 28 hpf 的自发运动表型为尾部交替摆动,其
运动频率较为稳定[30]。 本研究结果表明,环丙沙星

抑制斑马鱼胚胎的自发运动次数,具有浓度依赖性,
这种自发运动行为常作为生命早期阶段神经发育毒

性的评价指标[31]。 刘倩等[32] 的研究表明双酚 S
(BPS)显著抑制斑马鱼仔鱼的平均速度,对其运动行

为能力产生影响,说明 BPS 对斑马鱼仔鱼具有早期

神经毒性作用;胡占英和张靖溥[33]研究结果显示长

春新碱暴露斑马鱼胚胎后出现运动速度降低,不活

跃运动持续时间增加等神经抑制行为;尚艳楠等[34]

用细辛脑溶液暴露斑马鱼胚胎后导致其运动行为活

跃度减低,表明细辛脑对斑马鱼胚胎有神经发育毒

性作用。 而本研究结果显示,环丙沙星暴露后,光暗

周期下的运动速度降低、不同光照刺激时长条件下

运动速度上升,惊恐反应性增加,使仔鱼处于应激紧

张状态,改变其运动行为。
3. 2　 环丙沙星对神经递质相关基因的影响

乙酰胆碱酯酶是水环境中暴露于神经性药物的

生物标志物,乙酰胆碱酯酶通过催化水解乙酰胆碱

来终止其对胆碱受体的兴奋作用,维持神经冲动[35]。
本研究结果表明,环丙沙星暴露后斑马鱼幼鱼的乙

酰胆碱酯酶酶活性升高,表明乙酰胆碱受体减少,抑
制神经兴奋冲动的传递。 本研究也验证了胆碱能系

统相关基因的表达,乙酰胆碱酯酶活性基因表达上

调,与酶活结果一致,另烟碱类胆碱受体(乙酰胆碱)
表达量下调,这表明环丙沙星暴露抑制胆碱类受体

的表达,抑制兴奋传递,进而破坏胆碱能系统,对斑

马鱼仔鱼产生神经性影响。
有文章报道神经递质的合成分泌、神经元发育

和眼部发育等因素能够影响斑马鱼幼鱼的运动行

为[36-37]。 多巴胺调节斑马鱼的运动活性,血清素调

节斑马鱼焦虑行为[38],因此,本研究选择中枢神经发

育系统、多巴胺和血清素通路的关键基因进行验证,
探究环丙沙星暴露对斑马鱼幼鱼运动行为的内在分

子机制变化。
在多巴胺信号通路中,酪氨酸羟化酶(TH)是合

成多巴胺的限速酶[39],而多巴胺转运蛋白(DAT)可
转运多巴胺至胞浆分解,是调节多巴胺的神经递质,
nr4a2b 负责多巴胺祖细胞的成熟、分化和存活,而

� bdnf 基因在神经发育中发挥着重要作用[40]。 杨丽

� 华等[41]用双酚 A 暴露斑马鱼后干扰了 nr4a2b 和 th1
的表达,促进神经递质的分化。 在本研究中,dat 基

� 因显著下调, th2、htr1aa、htr5a 和 htr2a 基因表达显

� 著上调,这与 Jia 等[27]的研究结果一致,这提示环丙

沙星暴露扰乱斑马鱼幼鱼的多巴胺神经递质系统,
进而引发运动活性和自由游泳行为的改变;上调血

清素受体表达,促进兴奋传递,进而影响斑马鱼幼鱼

的光照应激惊恐反应行为。
3. 3　 环丙沙星对神经发育相关基因的影响

验证中枢神经系统(CNS)相关基因的表达,其
中 α1-tubulin、gfap 和 nestin 对神经系统形成有重要

� 作用,syn2a 参与突触形成,mbp 参与髓鞘形成,shha
在神经系统中充当信号分子,elavl3 负责一种 RNA

� 结合蛋白的表达,gap43 负责神经细胞修复,而 manf
是一种重要的神经营养因子[42-43],杨玉莹等[44]的研
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� 究表明全反式维甲酸通过抑制mbp 与 syn2a 的表达

干扰斑马鱼仔鱼的神经发育及行为活力。 而本研究

中 mbp 与 syn2a 的基因表达下调,朱晓宇等[45]的研

� 究结果表明仲丁威暴露斑马鱼胚胎后 α1-tublin、
� shha、elavl3、gap43、syn2a、gfap、mbp 和 manf 等基因

� 的表达显著下调。 本研究结果显示,shha 基因表达

� 量与对照组相比显著上升;gfap 和 nestin 与对照组

� 相比表达量显著下调,这表明环丙沙星暴露可能通

过扰乱中枢神经系统的发育,进而对斑马鱼胚胎产

生神经发育毒性。
综上所述,环丙沙星暴露会抑制斑马鱼胚胎 24

hpf 自发运动,诱导乙酰胆碱酯酶活性,运动行为活

跃和光照应激惊恐反应改变。 同时,基因表达结果

显示,多巴胺通路、中枢神经发育系统的 dat、gfap 和

� nestin 基因下调,血清素通路、胆碱能系统和中枢神

� 经发育系统的 th2、htr1aa、htr5a、ache 和 shha 基因上

� 调可能与环丙沙星暴露后引起的神经毒性相关,但
神经毒性背后的机制往往是高度复杂的,今后还需

要进一步研究以深度解析环丙沙星对斑马鱼胚胎的

神经毒性机制。

通信作者简介:邱静(1979—),男,研究员,博士生导师,研究

方向为农产品质量安全风险评估。
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