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摘要: 依托咪酯(etomidate, ET)在临床上常被用作麻醉剂。 ET 长期高剂量地使用会导致人类意识下降和认知障碍等负面效

应。 但 ET 对鱼类的神经毒性机制尚不清楚。 在本文中,2 hpf (hours post-fertilization)的斑马鱼胚胎暴露于不同浓度 ET
(0.010、0.091、0.501、9.400、84.31 和 664.4 μg·L-1 )至 168 hpf。 通过分析 ET 对斑马鱼胚胎生理发育、早期行为、细胞凋亡以及多

巴胺(dopamine, DA)和 γ 氨基丁酸(gamma aminobutyric acid, GABA)通路相关基因转录表达水平的影响,评估其对斑马鱼幼鱼

神经发育毒性。 结果表明,664.4 μg·L-1 ET 显著增大 48 hpf 和 60 hpf 斑马鱼胚胎孵化率。 0.091 μg·L-1和 0.501 μg·L-1 ET 诱

导 168 hpf 幼鱼体长减少。 0.010、0.091、0.501、9.400、84.31 和 664.4 μg·L-1 ET 增大 48 hpf 胚胎畸形评分。 0.501、9.400、84.31
和 664.4 μg·L-1 ET 暴露显著增大 96 hpf 胚胎畸形评分。 0.501、9.400 和 664.4 μg·L-1 ET 显著增大 168 hpf 胚胎畸形评分。
0.010 μg·L-1 ET 促进了大脑细胞凋亡,而 664.4 μg·L-1 ET 抑制了大脑细胞凋亡。 行为分析显示,ET 所有浓度均抑制触碰行

为。 0.091 μg·L-1 ET 增强幼鱼游泳行为,而 664.4 μg·L-1 ET 减弱游泳行为。 并且 ET 以浓度依赖的方式导致焦虑行为增加。
qPCR分析结果表明,低浓度 ET 显著上调了 DA 和 GABA 通路相关基因的转录表达水平,而高浓度 ET 显著抑制了这些基因

的转录表达水平。 这些结果表明,ET 对发育早期斑马鱼具有明显的神经发育毒性。
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Abstract: Etomidate (ET) is widely used as an anesthetic in clinical practice. The long-term use of ET can lead to
negative effects, such as decreased consciousness and cognitive impairment. However, the developmental neurotoxicity
of ET on fish remains unclear. To address this issue, zebrafish embryos were exposed to ET from 2 hpf (hours
post-fertilization) to 168 hpf at 0. 010, 0. 091, 0. 501, 9. 400, 84. 31 and 664. 4 μg·L-1 . The physiological
development, behavior and cell apoptosis, and transcriptional expression of genes related to dopamine (DA) and
γ -aminobutyric acid (GABA) pathway were detected to investigate the developmental neurotoxicity of ET. The
results showed that 664.4 μg·L-1 ET decreased hatching rate at 48 hpf and 60 hpf. 0.091 μg·L-1 and 0.501 μg·
L-1 ET decreased body length in larvae at 168 hpf. At 48 hpf, 0.010, 0.091, 0.501, 9.400, 84.31 and 664.4 μg·L-1

ET increased malformation. 0.501, 9.400, 84.31 and 664.4 μg·L-1 ET increased malformation at 96 hpf. Additionally,
0.501, 9.400 and 664.4 μg·L-1 ET increased malformation at 168 hpf. The 0.010 μg·L-1 ET caused cell apoptosis in
the brain, while 664.4 μg·L-1 ET inhibited apoptosis. In addition, behavior analysis indicated that ET inhibited
touch behavior at all concentrations. The 0.091 μg·L-1 ET enhanced swimming behavior in zebrafish larvae, while
664.4 μg·L-1 ET weakened swimming behavior. ET increased anxious behavior in a concentration-dependent
manner. The qPCR data showed that ET up-regulated the transcriptions of genes related to DA and GABA pathway
at low concentration, while ET down-regulated the transcriptions of these genes at high concentration. The above
results indicate that ET has significant neurodevelopmental toxicity in early development of zebrafish.
Keywords: etomidate; zebrafish; developmental neurotoxicity; behavior

　 　 依托咪酯(etomidate, ET)是一种非巴比妥类麻

醉剂,因其起效快,给药方式简单和对血压无影响等

优点而被广泛用于全身麻醉[1-2]。 根据《麻醉药品和

精神药品管理条例》有关规定,依托咪酯(在中国境

内批准上市的含依托咪酯的药品制剂除外)已被列

入第二类精神药品目录[3]。 在 2007—2009 年,美国

接受心脏手术的病例中,有 62% 的患者接受过 ET
的治疗[4]。 临床剂量 ET 静脉注射数分钟后,患者血

浆浓度接近 230 μg·L-1 [5-6]。 然而,在临床治疗过程

中,ET 的长期高剂量使用能抑制肾上腺皮质皮质激

素的合成[7],抑制神经元活动,从而引发记忆丧失[8],
导致多器官衰竭[9]。 近年来,多个国家非法销售 ET
注射剂,高剂量服用 ET 后因意识下降而发生意外

死亡[10]。 因此,ET 长期高剂量的使用已成为严重的

社会问题[11],并可能通过污水排放进入水生环境中

而导致严重的生态问题。 神经发育毒性被定义为一

种有毒物质在动物出生前后对神经系统结构或功

能的正常发育产生不利影响 [12-13]。 行为异常是神

经毒性的敏感效应终点,通常与神经元损伤有

关 [14-16]。 异常行为已经广泛用于评估早期生命阶

段的神经发育毒性 [17]。 比如,急性 ET (0.73、2.1、
3.6 和 7.3 mg·L-1 )暴露可诱导斑马鱼幼鱼自发游

泳行为呈剂量依赖性降低,降低幼鱼对触碰的反

应 [18]。 Broening 等[19]的研究也表明,4.9 mg·L-1或

9.8 mg·L-1的 ET 以浓度依赖的方式抑制了斑马鱼

幼鱼游泳行为。 静脉注射剂量为 1 mg·kg-1的 ET
能显著抑制大鼠的翻正行为[20-21]。 2 mg·kg-1 ET 抑

制大鼠的运动行为[22]。 另外,1.6 mg·kg-1 ET 也能

导致小鼠的运动行为降低[23]。 这些结果表明,高浓

度 ET 抑制了啮齿动物运动行为,并具有明显的神

经发育毒性。
多巴胺 (dopamine, DA)和 γ 氨基丁酸 (gamma

aminobutyric acid, GABA)是调节运动行为和焦虑行

为的重要神经递质[24-25]。 斑马鱼游泳行为与 DA 水

平成正相关关系[26],而与 GABA 水平成负相关关

系[27]。 斑马鱼焦虑行为与多巴胺水平和 GABA 水

平成负相关关系[28-29]。 例如,20 mg·kg-1 ET 主要是

通过诱导突触中 GABA 积累,增强 GABA 受体活

性,导致啮齿动物运动能力减弱[8,30]。 0.6 mg·kg-1

ET 显著降低大鼠脑纹状体 DA 释放量[31-32],并抑制

小鼠运动行为[23]。 这表明,ET 可能是通过 DA 和

GABA 信号通路影响啮齿动物行为,并诱导神经毒

性。 然而,目前对 ET 的研究多集中在人类和啮齿

动物,ET 对鱼类的研究还很少,因此,需要进一步实

验探究 ET 对鱼类的神经发育毒性机制。
1959 年英国动物学家 W. M. S. Russell 和美国

微生物学家 R. L. Burch 提出替代、减少和优化的

“3R 原则”,其中替代是开展动物实验时首要考虑

的原则[33]。 在传统哺乳动物的实验中,神经毒性是

其毒性研究的主要特征之一,其中神经形态学、神经
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行为学和神经化学是主要的评价指标[34]。 斑马鱼与

哺乳动物在疾病研究过程中表现出良好的相关性,
斑马鱼实验具有替代哺乳动物实验的巨大潜

力[35-36]。 因此,本研究以斑马鱼为研究对象,通过分

析早期发育、细胞凋亡、运动行为和 GABA 以及 DA
信号通路中目标基因转录表达,探究 ET 对斑马鱼

神经发育毒性潜在机制。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 主要仪器和实验试剂

1. 1. 1　 主要仪器

Applied BiosystemsTM QuantStudioTM 7 Flex 实时

定量 PCR 仪,NanoDrop 2000 超微量分光光度计均

购于赛默科技有限公司;Nikon SMZ745T 体视生物

显微镜,Nikon Eclipse 50i 正置荧光显微镜均购于尼

康科技有限公司;Zebra Cube 自动化斑马鱼行为分

析系统购于 ViewPoint 公司;XEVO TQ-S 超高效液

相色谱串联三重四级杆串联质谱仪 (UHPLC-MS/
MS)购于 Waters 公司。
1. 1. 2　 实验试剂

依托咪酯(ET,分子式 C14H16N2O2,分子量 244.29,
CAS 号为 33125-97-2,纯度≥ 98.6% ),美托咪酯

(MT,分子式 C13H14N2O2,分子量 230.26,CAS 号为

5377-20-8,纯度≥98.6% )均购自北京伊诺凯科技有

限公司; 二甲基亚砜 ( dimethylsulfoxide, DMSO),
HPLC 级,纯度>99.9% ,购于 Sigma 公司。 RNAiso
Plus、HiScript ® Ⅲ RT SuperMix for qPCR (+gDNA
wiper)反转录试剂,ChamQ Universal SYBR qPCR
Master Mix 荧光定量 PCR 试剂购买于南京诺唯赞

生物科技股份有限公司。 根据 ISO 7346/3 标准配

制胚胎母液,浓度如下:294.0 mg·L-1 CaCl2·2H2O、
123.3 mg·L-1 MgSO4·7H2O、63.0 mg·L-1 NaHCO3

和 5.5 mg·L-1 KCl。 配制完成后,将母液按体积比

1 ∶ 5 稀释,曝气 24 h 后,调节 pH 值到(7.8±0.2),用
于胚胎暴露实验。
1. 2　 斑马鱼饲养及暴露实验

AB 品系野生型成年斑马鱼(Danio rerio)由华南

� 师范大学广东省化学品控制和生物安全实验室提

供。 成年斑马鱼在流动式循环系统中驯化 2 个月后

开始产卵。 饲养期间,每天早晚各投喂一次丰年虾,
每隔 3 d 换一次水。 水的氧饱和度高于 80% ,pH 保

持在 7 ~ 8,饲养光暗周期维持 14 h ∶ 10 h,温度(28±
1) ℃。 产卵前一天晚上把 2 只雌鱼和 2 只雄鱼放

入斑马鱼孵化盒中过夜。 第 2 天清晨光刺激进行

产卵。 产卵完成后收集发育正常的胚胎用于暴露

实验。
根据 ET 临床血液浓度(230 μg·L-1)[5-6],斑马鱼

ET 麻醉浓度(2 mg·L-1 )[37]和 ET 运动行为半抑制浓

度(93 μg·L-1 )[19]。 设置 ET 低浓度暴露组:0.01、
0.1、1 和 10 μg·L-1,ET 高浓度暴露组:100 μg·L-1

和 1 000 μg·L-1,以及溶剂对照组。 每个处理组有 4
个平行,每个平行中含有浓度均为 0.001% (V ∶ V)

� 的 DMSO。 使用 2 L 烧杯进行暴露实验,每个烧杯

中有 400 颗胚胎和 2 L 暴露溶液。 每天更换一次暴

露液,从 2 hpf (hours post-fertilization)开始连续暴露

至 168 hpf。 暴露期间培养条件同上。
1. 3　 化学分析

为了测定暴露液中 ET 的实际浓度,斑马鱼胚

胎暴露至 72 hpf 时收集每个平行中的水样进行化

学分析。 由于暴露液每 24 h 更换一次,因此,在更

换暴露液后(T0 )和隔天更换暴露液前(T24 )这 2 个时

� 间点从每个平行取 500 mL 水样,每个处理组有 4
个平行。 按照本课题组已发表的方法[38-39]对暴露液

中 ET 进行固相萃取浓缩。 方法简述如下:500 mL
水样倒入棕色玻璃瓶后,每个水样中加入 25 mL 甲

醇(HPLC 级,Merk);使用玻璃纤维滤膜(0.7 μm)过
滤水样中的杂质;每个水样中加入 50 μL 内标美托

咪酯(1 mg·L-1);摇匀后,500 mL 水样缓慢通过固相

萃取柱(Oasis HLB,6 mL,500 mg);然后用 10 mL 乙

酸乙酯(HPLC 级,Merk)洗脱固相萃取柱中的 ET,使
氮气吹干乙酸乙酯,并用 0.5 mL 甲醇 (HPLC 级,
Merk)定容,最后使用 LC-MSMS (Waters, XEVO
TQ-S,USA)分析 ET 实际浓度。
1. 4　 发育毒性

通过胚胎孵化率、心率、体长、成活率和畸形评

估 ET 对斑马鱼的发育毒性。 使用体视显微镜对斑

马鱼幼鱼进行分析观察(n =4,共 48 条幼鱼)。 分别

� 在 48、60、72 和 84 hpf 统计斑马鱼孵化率[40]。 分别

在 48、96 和 168 hpf 统计斑马鱼畸形。 畸形评分系

统如表 1 所示。 在 48 hpf,记录斑马鱼心率 (次·
min-1)。 在 168 hpf,利用体视显微镜统计斑马鱼体

长和死亡率。
1. 5　 行为效应

1. 5. 1　 触碰反应

在 48 hpf,统计斑马鱼胚胎触碰反应。 前一天

晚上从每个平行随机吸出 15 颗胚胎(n =4,共 60 颗
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� 胚胎),转入 24 孔板的单个孔中过夜适应新的环境。
保持室温(28±1) ℃光暗周期维持 14 h ∶ 10 h。 第 2
天早上用 0.1 mg·L-1链霉菌蛋白酶 E 溶液(pronase
E,Sigma)溶解胚胎卵膜。 用解剖针轻轻触碰幼鱼头

部 10 次,并在体视显微镜下观察记录每次触觉刺激

的运动反应。 在 48 hpf 采用斑马鱼幼鱼触碰反应

评分系统进行评估[41]。 不同的反应程度对应不同的

评分,如表 2 所示。
1. 5. 2　 游泳行为

在 168 hpf,对斑马鱼幼鱼游泳行为进行分析[40]。

前一天晚上,从每个平行烧杯中随机选取 12 条幼鱼

(n =4,共 48 条幼鱼)放入 24 孔板中,每个孔含有 2
� mL 暴露液和一条鱼。 保持室温(28±1) ℃,光暗周

期维持 14 h ∶ 10 h 条件下过夜适应新环境。 为了

避免昼夜节律对斑马鱼幼鱼的游泳行为的影响,
行为测试在 9:00 am—2:00 pm 之间进行 [45]。 用行

为分析系统对斑马鱼的行为记录 25 min,实验过

程包括 5 min 适应、10 min 光照刺激和 10 min 黑

暗刺激。 斑马鱼游泳距离和游泳时间记录频率为

1 次·min-1。

表 1　 斑马鱼畸形特征评分细则

Table 1　 The grading rules of zebrafish malformation characteristics

致死型畸形

Lethal deformity
评分

Score
亚致死型畸形

Sublethal deformity
评分

Score
其他

Others
评分

Score

凝结物

Congelation
3

眼睛发育

Eye development
2

颅面畸形

Craniofacial anomalies
1

积水

Hydrops
3

色素沉积

Pigmentation
2

心跳过缓

Bradycardia
1

无心跳

No heartbeat
3

血液无循环

No blood circulation
2

鱼鳔缺失

Swim bladder deletion
1

严重畸形

Severe deformity
3

脊柱弯曲

Spinal bent
2

尾尖上翘

Tail tip up
1

注:引自 Beekhuijzen 等[42],Li 等[43],Panzica-Kelly 等[44]。
Note: Refer to Beekhuijzen et al., 2015 [42]; Li et al., 2018 [43]; Panzica-Kelly et al., 2010 [44] .

表 2　 触摸反应评分系统

Table 2　 Touch response scoring system

评分

Score
行为

Behavior

5
对触碰反应迅速,游泳距离超过单孔直径

Fish quickly swim away from the source of the touch,
move across the diameter of the well

4
幼鱼迅速离开碰触点,游泳路径为曲线

Fish react swiftly to tactile stimuli, which can lead to
extended periods of swimming and disorientation

3
反应迟钝,游泳距离较短

Fish are slower to respond to touch
and swim a shorter distance

2
幼鱼躯干轻微摆动,但不游泳

Fish flick the tail in response to touch,
but do not swim

1
对触碰没有反应

Fish do not move

注:评分系统引自 Stanley 等[41]。
Note: Scoring system refer to Stanley et al., 2009 [41] .

1. 5. 3　 趋触性行为

趋触性行为是评估鱼类焦虑行为常用的方

法[46]。 在 168 hpf,对斑马鱼幼鱼趋触性行为进行分

析。 前一天晚上,每个平行中随机选取 12 条幼鱼(n
=4,共 48 条幼鱼)放入 24 孔板中,每个孔含有一条

� 鱼和 2 mL 暴露液。 过夜适应新环境条件和测试流

程同上。 孔板的每一个孔分成面积相等的两部分:
内圈和外圈。 幼鱼单个孔中的游泳距离比例用外圈

游泳距离/游泳总距离表示。 幼鱼游泳时间比例用

外圈游泳距离时间/游泳总游泳时间表示。
1. 6　 细胞凋亡分析

在 168 hpf,从每个平行随机选取 5 条幼鱼(n =
� 4,共 20 条幼鱼)。 分别把每条鱼放入 24 孔板的单

孔中,每孔装有 2 mL 的吖啶橙溶液(acridine orange,
Sigma)(5 μg·mL-1)。 室温(28±1) ℃,幼鱼在黑暗条

件下染色 60 min 后用胚胎培养液清洗幼鱼 5 次,以
去除残留吖啶橙溶液[47]。 每条幼鱼用 0.02% MS-
222 麻醉,随后用 3%甲基纤维素固定成侧面向上体

位。 用正置荧光显微镜拍摄幼鱼头部荧光图像,
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Image J 软件进行光密度测定。
1. 7　 基因转录水平分析

根据本课题组前期发表的方法[38-39]进行样本收

集、RNA 提取、cDNA 合成和实时荧光定量 PCR 分

析。 具体如下:在 168 hpf,每个平行随机吸取 40 条

幼鱼(n =4,共 160 条幼鱼)到装有 1 mL RNA Later
� 离心管中。 用 Trizol 法提取幼鱼中的 RNA。 微量

分光光度计(NanoDrop 2000)测定 RNA 样品在 260
nm 和 280 nm 的吸光值,以及 RNA 浓度。 A260 /A280

� 的比值范围在 1.8 ~ 2.03 之间。 根据试剂盒说明书

的步骤,用 HiScript ® Ⅲ RT Super Mix for qPCR
(+gDNA wiper)反转录试剂合成 cDNA。 在生工生

物工程(上海)股份有限公司官网合成引物并利用

Primer-BLAST ( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/tools/
primer-blast/)分析引物的特异性。

引物的详细信息如表 3 所示。 荧光定量 PCR
分析在 Applied BiosystemsTM QuantStudioTM 7 Flex
平台上进行。 反应体系总体积为 20 μL,包括 6.7
μL DEPC 水、0.4 μL 上游引物、0.4 μL 下游引物、10
μL ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 和 2.5
μL cDNA 模板。 预变性后,在 95 ℃ ×15 s、60 ℃ ×
60 s 进行 40 个循环。 斑马鱼内参基因 RpL13α、

� Actin-β 和 EF1-α 表达非常稳定[38-39],3 个基因转录

� 表达水平的平均值对本研究中目标基因进行归一

化。 采用 2-ΔΔCT 方法分析目标基因的相对表达量。
1. 8　 数据分析

本研究数据采用 SPSS 25 统计软件进行差异性

分析。 Origin 2023 软件进行绘图。 利用单因素方

差分析(One-way ANOVA)中的 LSD 多重比较分析

显著性差异。 P<0.05 表明 ET 暴露组与对照组之间

� 存在显著性差异。 本研究所有结果均以平均值±标
准差表示。

2　 结果(Results)
2. 1　 暴露浓度

暴露实验每 24 h 更新暴露液,依托咪酯暴露至

72 hpf 进行暴露浓度测定。 收集 T0 和 T24 时间点

� 暴露液上机检测。 结果如表 4 所示,ET 的实际浓度

在 T0 时刻与名义浓度接近,ET 在 T24 的实际浓度

� 降低了 0.90% ~ 62.1% 。 在暴露 24 h 内,ET 的平均

浓度分别为 0.010、0.091、0.501、9.400、84.31 和 664.4
μg·L-1。 ET 的实际浓度在 T24 时刻比 T0 时刻低,这

� 可能是由于 ET 吸附在暴露容器表面或斑马鱼体表

导致的,也可能是 ET 被烧杯内微生物降解引起的。

表 3　 用于 qPCR 分析的基因引物列表

Table 3　 Primers used for real-time qPCR analysis

基因

Genes
基因号

Gene No.
上游序列(5’ ~ 3’ )

Sense primer (5’ ~ 3’)
下游序列(5’ ~ 3’)

Antisense primer (5’ ~ 3’ )
扩增长度/bp
Product size/bp

β-actina AF057040.1 TCTGGCATCACACCTTCTACAAT TGTTGGCTTTGGGATTCAGG 93

RpL13αa NM_212784.1 CCCTTCCCGTGGATCATATC TTTGCGTGTGGGTTTCAGAC 208

EF1-αa BC064291.1 GAGGAAATCACCAAGGAAGTCA AATCTTCCATCCCTTGAACCAG 147

th1b NM_131149.1 AGCGAGCAGATCGTGTTTGA CCTCCAAGCCATCCTTTGGT 178

slc6a3b NM_131755.1 AGACATCTGGGAAGGTGGTG ACCTGAGCATCATACAGGCG 151

drd3 NM_183067.1 CCAAGGCAGTGGCAAAGTTC GGATCACCTGCTCCTTGCTT 140

drd2a NM_183068.1 TGCTCTCTGTGTGATTGCGA GCATGTGCGTTTGGTGTTGA 151

abatb NM_201498.2 GACAATCACGCCTCACCAGA CAGAATTTGCCCGTTGCTCC 116

gad2b NM_001017708.2 GCTGGAAACGGCAGTCAAAG AGCTCTCGGCTGTAGACTCA 172

slc12a2 XM_021479152.1 CAGGCCACAGTGTCTGGTGA GCGCACATGCCCACATAACA 112

slc12a5b XM_009304148.3 TTGAGGAGGAGATGGACACTAGT CACCCCAAGGATGTTTTGAAGAC 200

slc6a11b NM_001007362.1 TCTTCGACTATTACTCTGCCAGC ATATCCGATCATCTCCTCCAGGT 125

p53c NM_001328587.1 GGGCAATCAGCGAGCAAA ACTGACCTTCCTGAGTCTCCA 197

noxac NM_001045474.3 TAGGCTGTTTTGAGCCGTGT ATTGGGAAGTGCAGTGGGTT 97

casp3ac NM_131877.3 TCGGTTCTCGCTGTTGAAGG AGTCTCCGTATCCGCATGTC 101

注:a 引自 Shi 等[38];b 引自 Tu 等[48];c 引自 Cheng 等[49]。
Note: a refer to Shi et al., 2018 [38]; b refer to Tu et al., 2020 [48]; c refer to Cheng et al., 2006 [49] .
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表 4　 依托咪酯(ET)在暴露实验中名义浓度和实测浓度

Table 4　 The nominal and measured concentrations of
etomidate (ET) in the exposure experiment

名义浓度/(μg·L-1 )
Nominal concentration

/(μg·L-1 )

实测浓度/(μg·L-1 )
Measured concentration

/(μg·L-1 )

T0 T24 Average

SC 0 0 0

0.01 0.013 0.006 0.010

0.1 0.122 0.050 0.091

1 0.623 0.379 0.501

10 9.693 9.108 9.400

100 88.42 80.21 84.31

1 000 702.3 626.6 664.4

注:SC 表示溶剂对照组;T0 和 T24 表示取样时间(0 h 和 24 h);实测

� 浓度为平均值(n =4)。
Note: SC stands for solution control; T0 and T24 represents exposure time

� (0 h and 24 h); measured concentrations are given as mean (n=4 replicates).

2. 2　 发育毒性

如图 1 所示,ET 对斑马鱼心率和死亡率均无显

著性影响。 664.4 μg·L-1 ET 暴露导致 48 hpf 和 60
hpf 胚胎孵化率显著增大(图 1(a))。 0.091 μg·L-1和

0.501 μg·L-1 ET 导致斑马鱼幼鱼体长显著降低(图

1(c))。 如图 2 所示,ET 暴露诱导斑马鱼心包水肿、
卵黄囊水肿、脊柱弯曲和尾部弯曲等畸形。 在 48
hpf,ET 处理组中所有浓度均显著增大胚胎畸形评

分(图 2(b))。 在 96 hpf,随着暴露浓度的升高,畸形

评分不断上升,0.501、9.400、84.31 和 664.4 μg·L-1

ET 导致斑马鱼畸形率显著上升 (图 2 (c))。 在 168
hpf,0.091、0.501 和 664.4 μg·L-1 ET 同样也导致斑

马鱼畸形评分显著上升(图 2(d))。
2. 3　 异常行为

2. 3. 1　 自发运动、触碰运动和游泳行为

不同浓度 ET 暴露胚胎的触碰反应结果如图 3
所示。 ET 所有处理组均显著降低 48 hpf 胚胎的触

碰反应敏感度(图 3(a))。 触碰反应评分系统详见表

2。 在 168 hpf,0.501 μg·L-1 ET 导致斑马鱼游泳速

度显著升高(图 3(b)),664.4 μg·L-1 ET 导致斑马鱼

游泳距离和游泳速度显著降低(图 3(b)和 3(c))。
2. 3. 2　 焦虑行为

ET 暴露至 168 hpf,对斑马鱼幼鱼趋触性进行

分析,结果如图 4 所示。 在 168 hpf,与对照组相比,
高浓度 ET(84.31 μg·L-1和 664.4 μg·L-1 )处理组在

光照条件下显著增大了幼鱼在外部区域的游泳时间

比例(图 4(c))。
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图 1　 ET 暴露对斑马鱼幼鱼孵化率(a),心率(b),体长(c)和死亡率(d)的影响

注:hpf 表示 hours post-fertilization;与对照组比较,* P<0.05。

Fig. 1　 Effect of etomidate on hatching rate (a), heart rate (b), body length (c), mortality rate (d) in zebrafish larvae
Note: hpf stands for hours post-fertilization; compared with the control, * P<0.05.
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图 2　 ET 暴露对斑马鱼幼鱼畸形的影响

注:斑马鱼胚胎图片(a),48 hpf 畸形评分(b),96 hpf 畸形评分(c),168 hpf 畸形评分(d);与对照组比较,* P<0.05。

Fig. 2　 The etomidate induced malformation in zebrafish larvae
Note: Visual images of zebrafish embryos and larvae at 48 hpf, 96 hpf and 168 hpf (a), Malformation score in 48 hpf (b),

96 hpf (c) and 168 hpf (d) of zebrafish exposed to etomidate; compared with the control, * P<0.05.
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图 3　 ET 短期暴露对斑马鱼幼鱼触碰反应(a),总游泳速度(b)和总游泳距离(c)的影响

注:与对照组比较,* P<0.05。

Fig. 3　 Effect of etomidate on touch responses (a), total swimming speed (b) and total swimming distance (c) in zebrafish larvae
Note: Compared with the control, * P<0.05.

2. 4　 细胞凋亡

在 168 hpf,ET 暴露导致斑马鱼幼鱼大脑细胞

凋亡水平显著变化,结果如图 5 所示。 0.010 μg·L-1

ET 显著增强了幼鱼大脑荧光强度,而 664.4 μg·L-1

ET 显著降低了幼鱼大脑荧光强度(图 5(c))。 此外,

0.501 μg·L-1 ET 增大了凋亡相关基因 noxa 的转录

� 表达水平,664.4 μg·L-1 ET 减少了凋亡相关基因肿

瘤蛋白基因 (p53),凋亡相关半胱氨酸肽酶 a 基因

� (casp3a)和黄细胞色素 b 大亚基基因(noxa)的转录表

� 达水平(图 5(e))。
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图 4　 ET 暴露对斑马鱼幼鱼趋触性行为的影响

注:实验在 24 孔板中进行,每个孔分为面积相等的内部区域和外部区域,实验过程包括 5 min 适应,
10 min 光照刺激和 10 min 黑暗刺激(a);ET 短期暴露对斑马鱼幼鱼外部区域游泳距离百分比的影响(b);ET 短期暴露

对斑马鱼幼鱼外部区域游泳时间百分比的影响(c);与对照组比较,* P<0.05。

Fig. 4　 Effects of etomidate on thigmotaxis in zebrafish larvae
Note: The experimental procedure was performed in two steps including acclimatization and visual motor challenge in the 24-well plate format that
each well was divided into outer zone and inter zone (a); the percentage of total distance moved in the outer zone in zebrafish larvae after etomidate

exposure (b); the percentage of time spent in the outer zone in zebrafish larvae after etomidate exposure (c); compared with the control, * P<0.05.

2. 5　 目标基因转录表达分析

如图 6(a)所示,聚类分析显示,低浓度 ET 增大

DA 和 GABA 信号通路相关基因转录表达水平,而
高浓度降低 DA 和 GABA 信号通路相关基因转录

表达水平。 GABA 信号通路相关基因聚类到顶部,
而 DA 信号通路相关基因聚类到尾部。 0.501 μg·
L-1 ET 暴露显著增大了酪氨酸羟化酶基因 th1、多巴

胺受体基因 drd3、多巴胺受体基因 drd2a、氨基丁酸

� 转氨酶基因 abat 和 γ-氨基丁酸转运体基因 slc6a1b
的转录表达水平,而 664.4 μg·L-1 ET 暴露显著降低

了 th1、drd3、谷氨酸脱羧酶基因 gad2 和 abat 的转录

� 表达水平(图 6(b)和 6(c))。

3　 讨论(Discussion)
大脑细胞凋亡发生是神经毒性重要标志[50-51]。

本研究中,低浓度 ET 促进斑马鱼幼鱼大脑细胞凋

亡,而高浓度 ET 抑制大脑细胞凋亡。 同时,低浓度

ET 增加了凋亡相关基因 noxa 的转录表达水平,高
� 浓度 ET 减少了凋亡相关基因 p53、casp3a 和 noxa

的转录表达水平。 大脑中 p53、casp3a 和 noxa 基因

� 异常转录已被证明是神经元凋亡的指示器[52-53]。 其

中,casp3a 和 noxa 是 p53 主要的下游调控基因,并
� 在 p53 依赖的凋亡通路中发挥主要的调控作用[54]。
� 显著下调 p53、casp3a 和 noxa 表明,高浓度 ET 通过

� 抑制 p53 凋亡通路降低斑马鱼大脑细胞的凋亡水

� 平。 其他研究也表明,1.2 mg·kg-1 ET 显著抑制大

鼠肾上腺细胞的凋亡发生[55-56]。 此外,Chen 等[57]研

究发现,低浓度 ET 处理导致体外培养的大脑细胞

凋亡水平增加。 亚麻醉剂量的异丙酚也能诱导显著

的神经细胞凋亡[58]。 这些结果表明,低浓度 ET 通

过促进大脑细胞凋亡诱导斑马鱼幼鱼神经毒性。 然

而,高浓度 ET 抑制大脑细胞凋亡。 凋亡细胞的减

少并不能改善麻醉剂导致的神经损伤[59-60]。 因此,
除了细胞凋亡以外,还有其他因素参与了高浓度 ET
诱导的神经发育毒性。

自发运动、触碰反应和游泳速度可帮助评估污

染物对早期斑马鱼游泳行为的影响,已经被广泛用
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于神经发育毒性研究[61-63]。 自发运动反映了斑马鱼

胚胎中运动神经元周期性去极化引发的动作电位节

律性爆发,导致鱼体躯干重复收缩[62,64]。 触碰反应

是一种机械性感觉行为[65]。 游泳运动是由运动回路

中的同侧兴奋性中间神经元刺激引起的行为[66]。 初

级运动神经元轴突生长缺陷会导致斑马鱼发育早期

出现自发运动、触碰反应和游泳活力的异常[67-68]。
本研究中,高浓度 ET 抑制了斑马鱼幼鱼触碰反应

和游泳行为。 有研究表明,7.3 mg·L-1 ET 降低斑马

鱼幼鱼对触碰的反应,并导致幼鱼自发游泳行为丧

失[18]。 Broening 等[19]研究也发现 4.8 mg·L-1 ET 抑

制了斑马鱼幼鱼的游泳行为。 Ferreira 等[37]研究发

现,2 mg·L-1 ET 可导致成年斑马鱼麻醉。 因此,高
浓度 ET 诱导的神经行为抑制作用可能与 ET 的麻

醉特性有关[23]。 有趣的是,低浓度 ET 增强了斑马

鱼幼鱼的运动行为。 Newman 等[69]研究也发现,亚
麻醉剂量 ET(0.3 mg·kg-1 )刺激小鼠更加活跃。 我

们推测远低于麻醉剂量的 ET 可能尚不足引起斑马

鱼幼鱼麻醉作用,反而会导致其运动行为增加。 总

之,低浓度和高浓度 ET 暴露会导致斑马鱼幼鱼的

行为异常,表现出神经毒性。

趋触性是鱼类在陌生环境中的一种空间定向策

略,主要表现为主动靠近边缘区域[70]。 趋触性增强

被认为是焦虑症状的重要特征[44]。 本研究结果发

现,ET 以浓度依赖的方式显著增加斑马鱼在外圈停

留时间。 斑马鱼幼鱼游泳距离的减少也指示了焦虑

行为[71]。 因此,高浓度 ET 抑制斑马鱼游泳运动,并
且导致焦虑行为增加。 而麻醉剂(异氟醚)也能导致

小鼠焦虑行为增加[72]。
神经递质系统在介导异常行为和焦虑行为过程

中发挥重要作用[40]。 多巴胺是一种关键的神经递

质,活跃的 DA 系统与行为敏感和多动有关[73]。 紊

乱的多巴胺能可影响斑马鱼的运动行为,导致焦

虑[28,74]。 多篇研究结果显示,细胞内 DA 水平增加

会导致斑马鱼的运动活性增强,而细胞内 DA 水平

的减少可导致斑马鱼的运动活性减弱[26,75]。 多巴胺

神经元兴奋性降低与焦虑行为增加有关[76]。 因此,
本研究分析了 ET 对斑马鱼幼鱼多巴胺通路的影

响。 在多巴胺通路中,基因 th1 编码的酪氨酸羟化

� 酶(tyrosine hydroxylase, TH)是 DA 合成过程中的限

制酶,并调节运动行为[77]。 Drd2 和 Drd3 是多巴胺

信号通路中重要的受体,Drd2 在多巴胺活跃区高度
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图 5　 ET 暴露对 168 hpf 斑马鱼大脑细胞凋亡水平的影响

注:斑马鱼大脑荧光图片(a), (b), (c);ET 诱导斑马鱼大脑区域荧光强度变化(d);
ET 暴露对斑马鱼凋亡相关基因转录表达的影响(e);与对照组比较,* P<0.05。

Fig. 5　 Apoptotic levels induced by etomidate in zebrafish larvae at 168 hpf
Note: Visual fluorescence images of zebrafish larvae (a), (b), (c); fluorescence intensity in the brain of the larvae at 168 hpf (d);

transcriptional alterations of genes related to apoptosis in zebrafish larvae at 168 hpf (e); compared with the control, * P<0.05.
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图 6　 ET 暴露对 168 hpf 斑马鱼幼鱼多巴胺(dopamine, DA)和 γ氨基丁酸(gamma aminobutyric acid, GABA)
信号通路相关基因转录表达水平的影响

注:聚类分析 DA 和 GABA 信号通路相关基因的 qPCR 数据(a);ET 暴露对斑马鱼幼鱼 DA 信号通路相关基因转录表达水平的影响(b);
ET 暴露对斑马鱼幼鱼 GABA 信号通路相关基因转录表达水平的影响(c);与对照组比较,* P<0.05。

Fig. 6　 Transcriptional alteration of genes related to dopamine (DA) and gamma aminobutyric
acid (GABA) signaling pathway in zebrafish larvae exposed to etomidate at 168 hpf

Note: Hierarchical clustering analysis of qPCR data from the DA and GABA pathway (a); transcriptional alteration of genes related to DA signaling

pathway in zebrafish larvae exposed to etomidate at 168 hpf (b); transcriptional alteration of genes related to GABA

signaling pathway in zebrafish larvae exposed to etomidate at 168 hpf (c); compared with the control, * P<0.05.

表达,而 Drd3 为神经递质释放提供负反馈机制,并
调节细胞外神经递质水平[78-79]。 本研究中,低浓度

ET 显著上调 th1、drd3 和 drd2 的转录表达水平。 然

� 而,高浓度 ET 显著下调了 th1 和 drd3 的转录表达水

� 平。 结果表明,低浓度 ET 加强了多巴胺信号传递,
而高浓度 ET 阻断了多巴胺合成代谢和信号传导。

GABA 是一种主要的抑制性神经递质[22]。 减

少的 GABA 水平诱导大鼠运动行为的增加[80]。 在

GABA 能神经通路中,gad2 负责合成 GABA[48],而
� abat 将突触间隙的 GABA 代谢成琥珀酸半醛[81]。
� 此外, GABA 转 运 体 ( slc6a1b; GABA transporter,
� GAT)负责从突触间隙中重新吸收 GABA 到突触前

膜[82]。 本研究中低浓度 ET 显著上调 abat 和 slc6a1b
的转录表达水平,高浓度 ET 显著下调 abat 和 gad2
的转录表达水平。 这些结果表明,低浓度 ET 通过

� 增强 GABA 的再摄取而降低胞外 GABA 水平。 高

浓度 ET 显著抑制了 GABA 的合成和代谢,干扰了

GABA 信号传递。 减少的 GABA 水平诱导运动行

为的增加[78]。 扰乱的 GABA 信号传递导致焦虑行

为的增加[78]。 这些结果表明,低浓度 ET 导致游泳

行为的增强与活跃的 DA 信号通路和被抑制 GABA
信号通路有关。 高浓度 ET 导致游泳行为的抑制和

焦虑行为的增加与抑制的 DA 系统和扰乱的 GABA
信号传递有关。

此外本研究的结果显示,ET 对斑马鱼和哺乳动

物的神经毒性特征类似。 例如高浓度 ET 能显著抑

制哺乳动物的运动行为和细胞凋亡[20-23,55-56],低浓

度 ET 处理导致脑细胞凋亡水平增加[57]。 本研究结

果也表明,高浓度 ET 抑制斑马鱼触碰反应和游泳

行为,低浓度 ET 增大斑马鱼大脑细胞凋亡水平。
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这些结果显示依托咪酯对人类和哺乳动物具有巨大

的健康风险。 综上所述,ET 对生命早期发育阶段斑

马鱼具有明显的神经毒性。 ET 可能通过干扰大脑

细胞凋亡,影响 DA 和 GABA 通路以及突触传递相

关基因的转录表达水平诱导神经毒性,最终导致斑

马鱼幼鱼行为异常(触碰反应,游泳活性和焦虑行

为)。 而鱼类的行为异常导致被捕食的风险、死亡风

险和繁殖风险的增加[83]。 这些结果加强了我们对依

托咪酯健康风险评估的认识,并加深了我们对依托

咪酯诱导生物神经发育毒性潜在机制的理解。
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