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摘　要　阿特拉津是一种广泛使用的除草剂，同时也是一种内分泌干扰物，在环境水体中被频繁检出，

然而目前还缺乏有关阿特拉津对鱼类内分泌干扰效应的全面了解. 本文研究了环境相关浓度暴露下阿特

拉津对斑马鱼幼鱼不同内分泌激素系统中 22种激素的影响，并在激素水平、内分泌激素系统水平、综

合内分泌干扰指数水平进行了分析 . 结果表明，阿特拉津暴露能够引起斑马鱼体内 11-脱氧皮质醇

（11DF）、皮质酮（COR）、醛固酮（ALDO）、雌酮（E1）、雌二醇（E2）、雄烯二酮（AD）、睾酮

（T）、雄酮（ADT）、褪黑素（MT）、甲状腺素（T4）、前列腺素D2（PGD2）、前列腺素 E2（PGE2）、

前列腺素 F1α（PGF1α）、血栓素 B2（TXB2）的含量升高，和导致孕酮（P）、孕烯醇酮（PREG）、

17α 羟基孕酮（OHP）的含量降低. 在 3个暴露浓度（1、10、100 μg·L−1）中，低浓度的阿特拉津对斑马

鱼性激素系统、甲状腺激素系统、松果体激素系统和内分泌细胞激素系统的干扰作用更加明显，同时也

具有更强的综合内分泌干扰效应.
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Abstract　Atrazine  is  a  widely  used  herbicide  and  also  an  endocrine  disruptor  that  is  frequently
detected  in  aquatic  environment.  However,  the  comprehensive  profile  of  endocrine  disruption  of
atrazine has been not revealed in fish up to date. The effects of atrazine on 22 hormones of various
endocrine  hormone  systems  were  investigated  in  larval  zebrafish  at  environmentally  relevant
concentrations, and assessed at the levels of hormone, endocrine hormone system and comprehensive
index  in  the  study.  The  results  indicated  that  exposure  to  atrazine  increased  the  levels  of  11-
deoxycortisol  (11DF),  corticosterone  (COR),  aldosterone  (ALDO),  estrone  (E1),  estradiol  (E2),
androstenedione  (AD),  testosterone  (T),  androstenedione  (ADT),  melatonin  (MT),  thyroxine  (T4),
prostaglandin D2  (PGD2),  prostaglandin E2  (PGE2),  prostaglandin F1α  (PGF1α)  and thromboxane B2

(TXB2),  and  decreased  the  levels  of  progesterone  (P),  pregnenolone  (PREG),  and  17α-
hydroxyprogesterone  (OHP).  Among the  three  exposure  concentrations  (1,  10  and 100 μg·L−1),  the
low concentration of atrazine induced stronger effects on the sex hormone system, thyroid hormone
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system, pineal hormone system and endocrine cell hormone system, and meanwhile posed a greatest
comprehensive endocrine disruption in zebrafish.
Keywords　 atrazine， hormone， comprehensive  endocrine  disruption， environmentally  relevant
concentration，zebrafish.

 

内分泌系统是环境污染物重要的靶系统之一[1]. 按组成功能的不同，内分泌系统可分为肾上腺激

素系统，性激素系统，甲状腺激素系统，垂体激素系统，松果体激素系统和内分泌细胞激素系统等. 这些系

统产生的激素对维持生物体体内稳态、调节生物体生长发育和新陈代谢等生物过程都具有重要作用[2 − 7].
内分泌干扰物是指能改变内分泌系统的功能从而对完整的生物体或其后代或（亚）种群产生不利

的健康影响的外源性物质或混合物[8]，可通过多种机制产生内分泌干扰作用，其中一种重要机制是激

素的合成、运输与代谢. 农药会随各种途径进入水环境，对水生生物尤其是鱼类造成不利的内分泌影

响[9]. 例如，联苯菊酯增大奇努克鲑幼鱼的睾酮（testosterone, T）含量[10]；马拉硫磷和六氯环己烷显著降

低雌性鲶鱼的血浆雌酮（estrone, E1）水平[11]；此外，戊唑醇导致斑马鱼甲状腺功能紊乱并降低斑马鱼体

内的甲状腺素（thyroxine, T4）和 3,5,3'-三碘甲腺氨酸（3,5,3’-triiodothyronine, T3）水平[12]. 然而，现有研究

关注的激素种类相对较少，通常只涉及少数几种激素. 如果想对农药的内分泌毒性进行全面了解，还需

要在研究中尽可能多地覆盖更多的激素.
阿特拉津是一种被广泛使用的三嗪类农药，是美国使用量第二大的除草剂，也是我国主要使用的

除草剂之一，主要用于玉米和高粱种植区的杂草去除[13]. 阿特拉津结构较稳定、在水中半衰期较长[14]，

实验室条件下，pH值为 5—9时，阿特拉津在水中的浓度可稳定 30 d，在中性状态下，阿特拉津的半衰

期可达 150—180 d[15]. 阿特拉津可通过降雨径流、大气沉降和地下水淋溶迁移到水生环境中[16]，随着

农药的生产和使用，阿特拉津在世界各国的地表水中都被广泛检出，含量在 μg·L−1 水平[17 − 18]. 在中国长

江的泰州-南通段，阿特拉津的水体检出率达 100%，含量为 0.10—64.49 μg·L−1[19]，在河南和张家口地区

的地表水中，阿特拉津的平均含量分别为 0.15 μg·L−1 [20] 和 6.7 μg·L−1 [21]. 阿特拉津也是一种内分泌干扰

物[22]，可通过增大垂体重量、降低类固醇代谢酶活性改变大鼠内分泌系统的功能进而对大鼠产生不利

的健康影响[23]. 阿特拉津对鱼类的内分泌影响也已有报道，例如，阿特拉津会降低雄性大西洋鲑鱼对雌

鱼激素的嗅觉反应[24]，增高斑马鱼体内细胞色素 P450的含量[25]，诱导虹鳟鱼幼鱼体内的雄激素转化为

雌激素，诱导氧化应激并改变鱼肝脏的代谢过程[26]. 然而，目前还没有阿特拉津对鱼类的内分泌效应的

全面评估.
斑马鱼是一种小型热带淡水鱼，由于具有体积小（成年斑马鱼体长 3—5 cm） 、繁殖时间短

（3—5个月）、对化学品敏感、内分泌系统的组成和功能与人体类似的优势[27]，已成为研究激素和内分

泌干扰物生物效应的重要模式生物[28]. 本研究选用斑马鱼幼鱼作为受试生物，探究环境浓度暴露下阿

特拉津对斑马鱼不同内分泌激素系统中 22种激素的影响，同时运用毒理学综合指数法（ToxPi）表征阿

特拉津对鱼类的内分泌干扰效应，为评估阿特拉津的水生态风险提供依据. 

1    实验部分（Experimental section）
 

1.1    实验材料

阿特拉津（纯度> 97%）购自上海麦克林公司，22种内分泌激素和 6种同位素内标购自中国百灵威

公司，详细信息见表 1. 购买的上述标准品均用乙腈配置成 1 mg·mL−1 的储备液，5%的乙腈溶液被用来

梯度稀释配置低浓度单标和混标溶液. 实验所用试剂均为 LC-MS级，乙腈购自美国 J.T.Baker公司. 甲
酸、分析纯中性 Al2O3、无水 MgSO4、NaCl购自中国百灵威公司，C18 购自美国 Welch Materials公司，

吸附剂 N-丙基乙二胺（Primary secondary amine，PSA）购自美国 Agilent Technologies公司. 在使用前，分

析纯中性 Al2O3 在 180 ℃ 下烘烤 12 h活化，无水 MgSO4 和 NaCl在 450 ℃ 下烘烤 4 h去除其中可能残

留的有机物. 三卡因（纯度> 97%）购自上海麦克林公司，用于暴露实验后斑马鱼的麻醉处理，使用前用

超纯水配置成 0.8 g·L−1 的溶液.
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表 1    各种激素及同位素内标详细信息

Table 1    The detailed information of hormones and isotope internal standards
 

分类
Category

化合物
Compound

英文全称
English name

简称
Abbreviation

纯度/%
Purity

肾上腺激素系统

去甲肾上腺素 norepinephrine NE 98

肾上腺素 epinephrine E 100

11-脱氧皮质醇 11-deoxycortisol 11DF 99.3

皮质酮 corticosterone COR 99.1

醛固酮 aldosterone ALDO 97.0

皮质醇 cortisol F 98.0

性激素系统

雌酮 estrone E1 99.6

雌二醇 estradiol E2 95.4

雄烯二酮 androstenedione AD 99.3

睾酮 testosterone T 98.0

雄酮 androsterone ADT 98.4

孕酮 progesterone P 99.5

17α-羟基孕酮 17α-hydroxyprogesterone OHP 99.0

孕烯醇酮 pregnenolone PREG 100.0

甲状腺激素系统
3,3,5-三碘甲状腺原氨酸 3,3,5-triiodo-L-thyronine T3 100.0

甲状腺素 thyroxine T4 92.0

垂体激素系统 后叶加压素 vasopressin VP 98.0

松果体激素系统 褪黑素 melatonin MT 99.5

内分泌细胞激素系统

前列腺素 D2 prostaglandin D2 PGD2 100.0

前列腺素 E2 prostaglandin E2 PGE2 98.0

前列腺素 F1α prostaglandin F1α PGF1α 100.0

血栓素 B2 thromboxane B2 TXB2 100.0

同位素内标

褪黑素-d4 melatonin-d4 MT-d4 100.0

甲状腺素-c6 thyroxine-c6 T4-c6 99.3

睾酮-c3 testosterone-c3 T-c3 99.3

孕酮-d9 progesterone-d9 P-d9 100.0

皮质醇-d4 cortisol-d4 F-d4 99.1

前列腺素 E2-d4 prostaglandin E2-d4 PGE2-d4 100.0
  

1.2    暴露实验

一月龄野生型 AB品系斑马鱼幼鱼（（0.08 ± 0.02） g, （10.4 ± 1.5） mm）购自上海费曦生物科技有限

公司后，在实验室鱼房暂养两周后，挑选大小接近的斑马鱼作为试验鱼转移至装有曝气 72 h自来水的

实验容器中驯化 1周，驯化期间，除驯化第 1天和最后 1天外每天喂食两次丰年虫. 驯化结束后进行暴

露实验，暴露期间不喂食. 根据阿特拉津对鱼类的毒性（96 h LC50 = 4.5—100 mg·L−1）[29] 和水环境残留

水平，阿特拉津暴露浓度设置为低浓度组 1 μg·L−1，中浓度组 10 μg·L−1 和高浓度组 100 μg·L−1，同时设

置对照组（含 0.01%乙腈）. 每组暴露 12条斑马鱼，平均放置在两个 1 L的烧杯中，进行为期 3 d的半静

态暴露实验，每 24 h更换装置内一半的水并补充相应药剂维持暴露浓度. 在暴露期间，每天检测并记

录环境温度、湿度、水体 pH值、溶解氧值和水体温度，分别为（25.2 ± 1.6） ℃、（48% ± 6.5）%、（7.12 ±
0.13）、（7.19 ± 0.76） mg·L−1 和（26.8 ± 0.5） ℃. 

1.3    样品采集及预处理

暴露实验结束后，将斑马鱼转移至含 0.8 g·L−1 的三卡因溶液的水缸中麻醉处理，待鱼静止后快速

用镊子取出并切断颈部脊柱. 依据已有方法[30] 进行样品预处理：每条鱼称重后加 1 mL超纯水充分匀

8 期 章诗涵等：阿特拉津对斑马鱼的综合内分泌干扰效应 2583



浆，匀浆液全部转移至 10 mL离心管中并加入 3 mL含 0.1%甲酸的乙腈溶液、200 μL同位素内标混合

液（各内标浓度为 10 μg·L−1）后超声萃取 10 min，加入 NaCl和无水 MgSO4 各 200 mg，涡旋混匀 1 min
后离心 5 min（转速为 4000 r·min−1），上清液取至新的 10 mL离心管中，加入 50 mg PSA、30 mg C18、30 mg
中性 Al2O3 和 20 mg无水 MgSO4，涡旋混匀 1 min后离心 5 min（转速为 4000 r·min−1），上清液取至新的

10 mL离心管中，剩余部分加入 2 mL含 0.1%甲酸的乙腈溶液润洗后离心 5 min（转速为 4000 r·min−1），

上清液合并后用氮吹仪吹至近干后，用 200 μL 5%乙腈溶液复溶，复溶液过 0.22 μm滤膜以去除可能含

有的颗粒物，进 UPLC-MS/MS分析. 

1.4    仪器分析

使用超高效液相色谱-三重四极杆串联质谱仪（Xevo TQ-S，Waters，美国）对样品中的激素进行分

析，液相分离色谱柱为 BEH C18柱（100 mm×2.1 mm，1.7 μm，Waters），柱温 40 ℃，进样量 10 μL，流动相

采用二元洗脱液，A相为含 0.1%甲酸的乙腈，B相为含 0.1%甲酸的超纯水，梯度洗脱程序为：0 min
5% A，2 min 25% A，4 min 95% A，8 min 5% A，流速为 0.2 mL·min−1. 离子化模式为电喷雾正负电离模

式，多反应选择离子监测（multiple reaction monitoring，MRM）. 电压设置为 3.5 kV，氮气作为脱溶剂气，

流速为 800 L·h−1，温度为 350 ℃，氩气作为碰撞气.
所用分析方法为实验室此前所建方法，方法基质效应处于 67.3%—132.1% 之间，相对回收率处于

73.4%—110.2%之间，方法误差≤13.8%，方法相对标准偏差介于 0.3%—20.0%之间，各激素及同位素

内标的质谱分析参数、方法学参数详见已发表的结果[31]. 

1.5    统计分析与 ToxPi 分析

激素含量（ng·g−1）以鱼湿重计算，用平均值±标准误（SEM）表示，数据分析采用 one-way ANOVA，

在 SPSS 26.0 软件中进行，P < 0.05视为显著性.
毒理学优先指数法 ToxPi（Toxicological Prioritization Index）由 Reif和 Martin等提出 [32]，他们开发

的 ToxPi 软件（http://toxpi.org）可将多个不同来源的数据根据权重组合成一个毒理学优先指数（ToxPi
值）并进行可视化的表达（ToxPi 特征图），依据指数进行化学品的优先级排序[33]. 本研究使用 ToxPi 软
件对 22种激素含量加权分析，得到阿特拉津在各暴露浓度下的综合内分泌干扰效应值（ToxPi 值）并绘

制相应综合内分泌干扰效应图（ToxPi 特征图），ToxPi 值由软件归一化至 0—1区间，0代表无综合内分

泌干扰效应，数值越靠近 1代表综合内分泌干扰效应越大. ToxPi 特征图包含颜色不同的扇形，不同颜

色代表不同激素或是不同内分泌激素系统，扇形半径的大小指示受干扰程度的大小，半径越大代表受

到的干扰越大. 

2    结果与讨论（Result and discussion）
 

2.1    内分泌激素水平的响应

阿特拉津对来自不同内分泌激素系统的激素的影响如图 1所示. 在肾上腺激素系统中（图 1a），暴

露于阿特拉津时，NE和 E的含量均高于对照，但在统计学上没有显著性差异；11DF和 COR含量也高

于对照并在中暴露浓度下分别显著增大为对照组的 2.5倍和 2.1倍；ALDO含量同样高于对照，在低暴

露浓度下就显著增大为对照的 4.2倍，在中暴露浓度下显著增大为对照的 6.5倍，而 F含量在阿特拉津

的各暴露浓度下均无显著变化. 以前的研究鲜有阿特拉津对鱼类肾上腺激素影响的报道，由本实验可

见阿特拉津对斑马鱼的肾上腺激素系统具有一定的干扰作用，其中 ALDO对阿特拉津的敏感度高于

其他几种肾上腺激素. 在其他动物实验中，阿特拉津被证实可通过刺激促肾上腺皮质激素的释放增加

雌性和雄性大鼠的血清 COR水平 [34 − 35]，在阿特拉津作用于小鼠的实验中，同样观察到肾上腺皮质激

素 COR的分泌增强[36]，11DF、COR和 ALDO都是肾上腺皮质激素，推测本研究中这几种激素水平的

显著增大源自阿特拉津诱导斑马鱼体内促肾上腺皮质激素的释放.
在性激素系统中（图 1b），雌激素 E1、E2，雄激素 AD、T、ADT的含量均出现显著性增大，其中 E1、T

和 ADT含量的增幅和暴露浓度负相关，例如 T含量在低暴露浓度下由 0.91 ng·g−1 显著增大为 9.09 ng·g−1，
增大了 8.9倍，在中暴露浓度下含量为 6.91 ng·g−1，增大了 6.5倍，在高暴露浓度下含量为 5.97 ng·g−1，增
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大了 5.5倍. 孕激素 P、PREG和 OHP的含量均低于对照组，其中 P和 OHP含量的降幅和暴露浓度正

相关，例如，和对照组相比，P含量在低暴露浓度下降低 25.8%，在中暴露浓度和高暴露浓度下分别显

著降低 68.4%和 77.2%. AD和 T分别是 E1 和 E2 的直接前体，除了由性腺分泌外，还能由肾上腺皮质

细胞分泌 . 此前研究发现高剂量（50 mg·kg−1）阿特拉津显著增加切除卵巢的雌性大鼠的血清 E1 和
E2 水平[37]，推测是由于阿特拉津暴露诱导了包括 AD和 T在内的肾上腺类固醇的合成. 在本研究中，斑

马鱼体内肾上腺类固醇类激素 11DF、COR、ALDO、雄激素 AD、T、ADT和雌激素 E1、E2 的含量的增

大可能也来自于阿特拉津对肾上腺类固醇的诱导作用 . 孕激素水平受到促黄体激素（Luteinizing
Hormone，LH）的诱导，COR可抑制 LH分泌 [38]. 在本研究中，COR含量在阿特拉津暴露下增大，P、

PREG和 OHP含量都降低. 此前也有研究证实 1 μg·L−1 和 10 μg·L−1 的阿特拉津可抑制黄体细胞的孕

酮 P分泌[39]，本研究中阿特拉津暴露下孕激素的含量下降可能是因为阿特拉津诱导 COR的生成，抑制

了 LH的分泌并导致孕激素水平的下降.
 
 

图 1    不同内分泌激素系统内分泌激素含量
a. 肾上腺激素系统；b. 性激素系统；c. 垂体、松果体和甲状腺激素系统；d. 内分泌细胞激素系统. *, ** 和 *** 分别代表和相应对照组相

比， P < 0.05, P < 0.01和 P < 0.001.

Fig.1    Levels of endocrine hormones in different endocrine hormone systems
a. adrenal hormone system. b. sex hormone system. c. pituitary, pineal and thyroid hormone system. d: endocrine cell hormone system.

*, ** and *** represent P < 0.05, P < 0.01 and P < 0.001 compared with the corresponding control group, respectively. 

 

在垂体、松果体和甲状腺激素系统中（图 1c），阿特拉津暴露略微增大了 VP含量，显著增加 MT含

量，MT含量在低、中、高浓度的阿特拉津暴露下分别显著增大为对照的 13.1倍、8.1倍和 4.3倍 .
MT具有抗氧化作用，可通过清除自由基、产生具有抗氧化性的代谢物和刺激抗氧化酶等方式直接或

间接地抑制氧化损伤[40]，已被证实可改善大鼠红细胞中阿特拉津诱导的氧化损伤[41]. 此前研究证实阿

特拉津会诱导鲤鱼体内产生过量活性氧并诱导细胞产生氧化应激造成氧化损伤[42]，本研究中 MT含量

的增大可能由于松果体为抑制阿特拉津造成的氧化损伤而大量合成MT. 阿特拉津暴露下的 T4 含量均

高于对照组，当暴露于低浓度阿特拉津时，T4 含量显著增加 193.0%，暴露于高浓度阿特拉津时显著增

大 138.5%，暴露于中浓度阿特拉津时 T4 含量由 24.1 ng·g−1 增大为 39.5 ng·g−1，但在统计学上没有显著

性差异，T3 含量受阿特拉津的影响不明显. T4 可通过葡萄糖醛酸化、硫酸化和脱碘代谢[43]，其中脱碘代

谢的产物是 T3，此前未有研究涉及环境浓度的阿特拉津暴露对鱼类甲状腺激素的影响，本研究中

T4 及其代谢产物 T3 的水平均有一定程度的增加，同暴露浓度下 T4 的增大程度大于 T3，推测阿特拉津

暴露诱导 T4 的合成或抑制 T4 其他通路的代谢，对 T4 向 T3 的转化未产生明显作用.
在内分泌细胞激素系统中（图 1d），阿特拉津暴露下的前列腺素 PGD2、PGE2、PGF1α 和血栓素

TXB2 的含量均增大，增幅都与暴露浓度负相关，例如，PGD2 含量在低暴露浓度时显著增大为对照的
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10.1倍，在中暴露浓度时由 91.0 ng·g−1 增大到 759.4 ng·g−1，增大 7.3倍，而在高暴露浓度时增大 5.8倍.
类似地，TXB2 含量在低暴露浓度时由 5.6 ng·g−1 增大到 36.7 ng·g−1，增大 555.6%，在中暴露浓度时增大

到 18.5 ng·g−1，增大 230.5%，而在高暴露浓度时增大到 14.6 ng·g−1，增大 162.0%. 此前未有研究涉及阿特

拉津对鱼类 PGD2、PGE2、PGF1α 和 TXB2 的影响，这 4种激素的前体物质都是花生四烯酸，阿特拉津暴

露下这 4种激素含量的增大可能由于阿特拉津暴露诱导鱼体内花生四烯酸向 PGD2、PGE2、PGF1α 和
TXB2 的转化. 

2.2    内分泌激素系统水平的响应

不同暴露浓度下阿特拉津对斑马鱼内分泌系统和系统中相应激素的影响如图 2所示，阿特拉津

在 1 μg·L−1 的暴露浓度下对斑马鱼综合内分泌干扰效应最大，其中对性激素系统、甲状腺激素系统、

松果体激素系统和内分泌细胞激素系统的影响较大. 与另两个暴露浓度相比，10 μg·L−1 的阿特拉津暴

露对肾上腺激素系统的影响较大，100 μg·L−1 的阿特拉津暴露对垂体激素系统的影响较大. 由此可见，

不同浓度的阿特拉津对斑马鱼的不同内分泌激素系统的影响并不一致.
 
 

图 2    1 μg·L−1、10 μg·L−1 和 100 μg·L−1 的阿特拉津暴露对斑马鱼不同内分泌激素系统的影响

Fig.2    Effects of atrazine exposure at 1 μg·L−1, 10 μg·L−1 and 100 μg·L−1 on endocrine hormone systems in zebrafish 

 
 

2.3    综合内分泌干扰指数水平的响应

ToxPi0.8561
Atrazine(1µg·L-1)

ToxPi0.7082
Atrazine(10µg·L-1)

ToxPi0.5941
Atrazine(100µg·L-1)

根据阿特拉津对内分泌激素的干扰效应进行综合内分泌干扰指数（ToxPi值）的计算，结果如下：

> > . ToxPi值和阿特拉津的暴露浓度负相关，在这

3种暴露浓度中，1 μg·L−1 阿特拉津暴露的 ToxPi值最大，说明 1 μg·L−1 的阿特拉津具有最强的综合内

分泌干扰效应，而 100 μg·L−1 的阿特拉津暴露的 ToxPi值最小，说明 100 μg·L−1 的阿特拉津具有最小的

综合内分泌干扰效应. 这表明阿特拉津的综合内分泌干扰效应和暴露浓度负相关，低暴露浓度的阿特

拉津会比高暴露浓度更能影响到鱼类的内分泌系统，给鱼类的能量代谢、生长发育和繁殖造成不利影

响. 鉴于环境水体中的阿特拉津浓度大多集中在零点几到几 μg·L−1 的范围内，阿特拉津对鱼类乃至人

体的健康风险值得重视.
 

3    结论（Conclusion）

本研究表明，环境相关浓度的阿特拉津暴露会引起斑马鱼内分泌系统中的多种激素含量发生变

化，从而可能产生内分泌毒性，进而影响斑马鱼内的分泌系统功能 . 在 3种暴露浓度中，低浓度

（1 μg·L−1）阿特拉津暴露对斑马鱼的综合内分泌干扰效应高于中（10 μg·L−1）、高浓度（100 μg·L−1），且不

同浓度的阿特拉津对斑马鱼的不同内分泌激素系统的影响并不一致.
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