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摘要: 近年来,电子废弃物不断增多,电子废弃物处理厂周边环境污染问题严重,有机磷阻燃剂磷酸三(2-氯丙基)酯(tris(2-
chloroisopropyl) phosphate, TCPP)和铅(Pb)是电子废弃物处理厂 2 种主要的污染物,对周围环境及人群健康造成影响。 目前还

没有关于 TCPP 和 Pb 联合暴露对水生生物及人类发育影响的相关研究。 本研究选用斑马鱼模式生物作为研究对象,探讨 Pb
(190 μg·L-1 )、TCPP(200、2 000、6 000 μg·L-1 )单独及联合暴露对斑马鱼胚胎发育的影响。 结果表明,Pb 和低中高 3 个剂量

TCPP 单独和联合暴露对斑马鱼的存活率和孵化率无明显影响。 同时,Pb 和低中 2 个剂量 TCPP 单独和联合暴露对斑马鱼脊

柱弯曲率和自发运动行为无明显影响。 而与 TCPP、Pb 单独暴露相比,高剂量 TCPP 联合 Pb 暴露(Pb: 190 μg·L-1+TCPP: 6 000
μg·L-1 )抑制斑马鱼的自发运动(P<0.01),导致其体长下降(P<0.01)、96 hpf(hours post-fertilization, hpf)和 120 hpf 心率下降(P<

� 0.001)。 同时,脊柱发育相关基因(col8a1a、ngs、bmp2a、bmp2b、runx2b)和神经发育相关基因(mbp、elavl3、gfap、gap43)表达下调(P
<0.05)。 以上的实验结果表明,高剂量 TCPP 联合 Pb 暴露扰乱脊柱和神经发育相关基因的表达,影响斑马鱼脊柱和神经的早

期发育。
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Abstract: Electronic waste (E-waste) has been increasing in recent years, and the pollution around E-waste dis-
mantling plants is a serious problem. The organophosphorus flame retardants tris (2-chloroisopropyl) phosphate
(TCPP) and lead (Pb) are the two primary pollutants in E-waste dismantling plants, which adversely affect both hu-
man health and the surrounding environment. There are no studies on the effects of combined exposure to TCPP
and Pb on aquatic organisms and human development. In this study, the zebrafish was selected to investigate the
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effects of Pb (190 μg·L-1), TCPP (200, 2 000, and 6 000 μg·L-1 ) and their co-exposure on the development of
zebrafish embryos. The results showed that exposure to Pb and low, medium, and high doses of TCPP alone and in
combination had no significant effect on zebrafish survival and hatching rates. Meanwhile, individual and co-expo-
sure to Pb and low and medium doses of TCPP had no significant effect on zebrafish spinal curvature rate and be-
havior. Compared with TCPP and Pb exposure alone, the high-dose combined exposure (Pb 190 μg·L-1 + TCPP
6 000 μg·L-1) inhibited spontaneous locomotion in zebrafish (P<0.01), decreased the body length (P<0.01) and the
heart rate at 96 hpf and 120 hpf (P<0.001). In addition, the high-dose combined exposure down-regulated the ex-

� pression of spinal development-related genes (col8a1a, ngs, bmp2a, bmp2b, runx2b) and neurodevelopment-related
genes (mbp, elavl3, gfap, gap43) (P<0.05). These findings suggest that high-dose combined exposure to TCPP and
Pb disrupts the expression of key genes involved in spinal and neural development, thereby adversely affecting
these crucial developmental processes in zebrafish embryos.
Keywords: tris(2-chloroisopropyl) phosphate; Pb; zebrafish; neurotoxicity; acute toxicity; spinal curvature

　 　 近年来,随着科技不断进步,电子产品种类不断

增多,在日常生活中电子产品使用的频率越来越高,
且电子产品的更新迭代非常快,随之带来了废弃电

子产品不断增多的问题[1]。 由于电子产品的回收、
拆解等处理和监督管理仍不规范,电子废弃物处理

厂周边环境污染问题严重[2]。 有研究显示,全球

70%的电子废弃物最终被运送到我国广东省某一小

镇进行处理,而大概仅有 25%的电子废弃物在正规

的废弃物回收中心处理,导致多种有毒物质进入环

境中,对土壤和河流等造成严重污染[3]。 铅(Pb)和有

机磷阻燃剂是电子废弃物中最主要的环境污染物之

一。 有研究发现,电子废弃物拆解车间中重金属类

污染最为严重的是 Pb[4],Pb 的污染指数在电子废弃

物处理厂中高达 4.60 [5]。 另有研究对电子废弃物处

理厂附近的几种野生昆虫体内的有机磷阻燃剂含量

进行检测,发现磷酸三(2-氯丙基)酯(tris(2-chloroiso-
propyl) phosphate, TCPP)是其主要的污染物之一[6]。
这表明 Pb 和 TCPP 在电子废弃物处理厂中存在共

同暴露的情况。 目前研究发现,Pb 和 TCPP 单独暴

露均对发育造成影响,Pb 单独暴露会影响神经、心
脏和脊柱等多器官多系统的发育,出现学习和记忆

能力下降、脊柱发育异常等损害[7-9];TCPP 单独暴露

后斑马鱼畸形率升高、心率下降和抑制斑马鱼的自

发运动,影响斑马鱼的早期发育[10]。 而目前尚无关

于 Pb 和 TCPP 联合暴露对早期发育影响的相关研

究,因此探讨 Pb 和 TCPP 联合暴露对发育的影响十

分必要,具有现实意义。
斑马鱼(Danio rerio)模型生物具有养殖成本低、

� 发育周期短、胚胎透明、产卵量大和基因与人类基因

同源性高达 87%等优点,已被广泛应用于环境毒理

学等研究领域[11]。 由于其发育周期短,在研究发育

毒性时被广泛使用[12]。 故本研究选用斑马鱼模式生

物探讨 TCPP、Pb 单独/联合暴露对其发育的影响。

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

本研究使用的 AB 型野生斑马鱼购自中国科学

院武汉水生所斑马鱼资源中心,均饲养于斑马鱼循

环养殖系统中。 饲养条件如下:光照周期为 14 h 光

照/10 h 黑暗(早上 8:30 开灯,晚上 10:30 关灯),水温

控制在(28.5±0.5) ℃,电导率控制在 450 ~ 550 μS·
cm-1之间,pH 控制在 7.0 ~ 8.0 之间,成鱼每日投喂

丰年虫 2 次。
为了保证受精卵的质量,选取 4 ~ 18 月龄斑马

鱼进行交配产卵。 交配前的一天晚上,将待交配的

雄鱼和雌鱼转移到交配缸中,中间插上挡板将雄鱼

和雌鱼分开,雌雄比例一般为 1 ∶ 1 或 1 ∶ 2,次日待

鱼房亮灯后,抽出中间的挡板,待交配产卵过程完成

后(受精卵的卵膜充盈),收集受精卵,用系统水清洗

去除粪便和其他杂质,转移至含有亚甲基蓝的胚胎

培养液中,挑选发育正常的斑马鱼胚胎用于毒物暴

露实验。
1. 2　 试剂与仪器

磷酸三(2-氯丙基)酯(CAS No.13674-84-5,中国

上海易恩化学技术有限公司);醋酸铅 (CAS No.
467863,美国 Sigma 公司);DEPC 水(美国 Invitrrogen
公司);二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO;中国

上海麦克林生化科技股份有限公司);AG RNAex
Pro RNA 提取试剂、Evo M-MLV 反转录试剂盒、
SYBR® Green Pro Taq HS Premix 试剂盒(中国湖南

艾科瑞生物工程有限公司)。
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斑马鱼循环养殖系统(中国上海海圣生物技术

有限公司);MJP 150 斑马鱼恒温培养箱(中国环凯生

物有限公司);Viewpoint 斑马鱼行为学记录仪(法国

Viewpoint 公司);Nikon-SMZ18 体式荧光显微镜(日
本 Nikon 公司);BIO-RAD 实时定量 PCR 仪 (美国

BIO-RAD 公司);MIKRO 220R 4 ℃低温离心机(德
国 Hettich 公司);NanoDrop 2000 微量分光光度计

(美国 Thermo 公司);AL-104 万分之一电子分析天

平(瑞士 Metter-Toledo 公司)。
1. 3　 实验设计

查阅有关 Pb 和 TCPP 污染及其单独暴露毒性

的相关研究发现,某流域中 Pb 的浓度为(186.3±6.1)
μg·L-1 [13],另外还有研究对某海域的重金属浓度进

行检测发现,Pb 的平均含量为 212.1 μg·L-1 [14],同
时,查阅有关 Pb 对鱼类毒性研究发现,大多数的研

究中 Pb 的染毒浓度都在 100 ~ 10 000 μg·L-1 [15],故
本研究将 Pb 的染毒浓度设定为 190 μg·L-1。 一项

对废水处理厂入水的有机磷阻燃剂含量进行检测发

现,TCPP 的浓度平均为 (204.2 ±3.8) μg·L-1 [16];同
时,查阅有关于 TCPP 的研究发现,研究者使用的浓

度在 0.1 ~ 400 μmol·L-1 [17-19],基于以上的背景,本
研究将 TCPP 的染毒设定为 200、2 000、6 000 μg·L-1

低中高 3 个浓度,其中低浓度为环境浓度,高浓度与

其他研究所使用的染毒浓度类似。 本实验共分为 8
个组,具体分组如表 1 所示。 其中 Control 组 DMSO
的浓度为 0.1% ,Pb 组使用去离子水作溶剂,TCPP 组

使用 DMSO 作溶剂,DMSO 终浓度不超过 0.1% 。

1. 4　 斑马鱼胚胎染毒处理

将收集的斑马鱼胚胎转移到 90 mm 培养皿中,
每个培养皿放 30 ~ 50 颗胚胎,每组设 3 个平行,小
心吸干培养皿中的水分后,迅速加入 30 mL 含有亚

甲基蓝的 E3 胚胎培养液(含有亚甲蓝的 E3 胚胎培

养液配制方法如下:加入浓度为 0.5 mmol·L-1 NaCl,
0.17 mmol·L-1 KCl,0.33 mmol·L-1 CaCl2,0.33 mmol
·L-1 MgSO4 后用去离子水定容至 1 L,再加入 0.5
mL 0.1%亚甲基蓝存储液),后按照表 1 不同的染毒

剂量加入适当体积的 Pb 工作液和 TCPP 工作液配

制成暴露液。 在受精后 12 h,挑出自然死亡胚胎,每
隔 24 h 更换一次暴露液。
1. 5　 观察单独 /联合暴露后对斑马鱼胚胎 /幼鱼一

般毒性的影响

使用体式荧光显微镜观察斑马鱼胚胎/幼鱼在

Pb、TCPP 单独/联合暴露后 24、48、72、96、120 hpf 的
死亡和脊柱畸形情况以及在 72 hpf 观察斑马鱼胚

胎的孵化情况,斑马鱼胚胎/幼鱼死亡的判断标准为

卵凝结和心跳停止。
1. 6　 观察单独 /联合暴露后对斑马鱼心率的影响

使用体式荧光显微镜记录斑马鱼在 Pb、TCPP
单独和联合暴露后 48、72、96、120 hpf 的 20 s 心跳,
根据公式:心率=心跳次数(20 s)×3 计算心率。
1. 7　 观察单独 /联合暴露后对斑马鱼胚胎 /幼鱼体

长的影响

使用体式荧光显微镜拍照记录 Pb、TCPP 单独/
联合暴露 120 hpf 的斑马鱼,使用 Image J 软件测量

表 1　 实验分组及 Pb 和磷酸三(2-氯丙基)酯(TCPP)的剂量

Table 1　 Experimental groups and concentration of Pb and tris(2-chloroisopropyl) phosphate (TCPP)
　 　 　 组别

　 　 　 Group
剂量

Concentration

Control 0.1% DMSO (体积比 Volume ratio)

Pb 190 μg·L-1

TCPP 低剂量组

TCPP low-dose group
TCPP-L 200 μg·L-1

TCPP 中剂量组

TCPP medium-dose group
TCPP-M 2 000 μg·L-1

TCPP 高剂量组

TCPP high-dose group
TCPP-H 6 000 μg·L-1

Pb+TCPP 低剂量联合暴露组

Pb+low-dose TCPP combined exposure group
Pb+TCPP-L Pb 190 μg·L-1+TCPP 200 μg·L-1

Pb+TCPP 中剂量联合暴露组

Pb+medium-dose TCPP combined exposure group
Pb+TCPP-M Pb 190 μg·L-1+TCPP 2 000 μg·L-1

Pb+TCPP 高剂量联合暴露组

Pb+high-dose TCPP combined exposure group
Pb+TCPP-H Pb 190 μg·L-1+TCPP 6 000 μg·L-1
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斑马鱼的体长。
1. 8　 斑马鱼幼鱼行为学分析

斑马鱼幼鱼行为学实验在 11:00—17:00 之间进

行,首先将正常无畸形的 5 dpf(days post-fertilization,
dpf)斑马鱼幼鱼转移到 96 孔板中,每孔放入一条斑

马鱼,每组 24 个检测孔,将 96 孔板置于恒温培养箱

中 30 min,随后将 96 孔板置于 Viewpoint Lab 行为

学仪器中适应 10 ~ 20 min。 行为学仪器参数设定:5
min 光照-5 min 黑暗交替共 30 min;监测的移动速

度范围设为 2 ~ 20 mm·s-1。
1. 9　 实时荧光定量 PCR

根据上述的实验设计处理斑马鱼胚胎至 3 dpf
或 5 dpf,使用 1.5 mL 无酶 EP 管收集各剂量组斑马

鱼幼鱼 50 条左右,去离子水清洗 2 遍,液氮速冻,置
于-80 ℃保存。 使用 TRIzol 法提取斑马鱼 RNA,首
先向每个无酶 EP 管加入 1 mL TRIzol 试剂,并用 1
mL 注射器将组织彻底匀浆。 后向每个 EP 管加入

200 μL 氯仿,振荡混匀不分层,冰上静置 10 min,用
4 ℃低温离心机以 12 000 g 离心 15 min;将上清液

转移至新的 1.5 mL 无酶 EP 管。 加入与上清等体积

的 4 ℃预冷异丙醇,颠倒混匀,冰上静置 30 min,后
用 4 ℃低温离心机以 12 000 g 离心 15 min,弃上清,
管底侧壁可见少量白色沉淀物。 随后加入 200 ~
400 μL 无 RNase 的 75%乙醇,转动 EP 管以清洗管

壁,用 4 ℃低温离心机以 7 500 g 离心 10 min,弃上

� 清。 此步骤重复操作一次,待管中乙醇挥发后,加入

20 μL DEPC 水溶解。 用微量分光光度计 NanoDrop
2000 测量 RNA 浓度以及 OD260 /OD280 的比值。

cDNA 的合成根据 Evo M-MLV 反转录试剂盒

说明书进行。 使用 qRT-PCR 对各个基因进行扩增,
qRT-PCR 根据 SYBR® Green Pro Taq HS Premix 试

剂盒说明书进行操作,以 elfa 作为内参基因,用

� 2-ΔΔCt 相对定量法计算各组基因的相对表达量,目的

� 基因引物序列信息如表 2 所示。
1. 10　 统计与分析

使用 GraphPad Prism 8 和 SPSS 26.0 软件进行

数据统计分析。 所有数据以均数±标准差(SD)表示。
数据在满足正态分布和方差齐性要求下,通过单因

素方差分析(ANOVA)并以 Bonferroni’s 检验进行多

重比较,所有统计检验均为双侧检验。 P 值小于

� 0.05 表示具有统计学差异。 *为与 Control 相比,*代
表 P<0.05、**代表 P<0.01、***代表 P<0.001;#为与

� Pb+TCPP-H 组相比,#代表 P<0.05、##代表 P<0.01、

� ###代表 P<0.001。

2　 结果(Results)
2. 1　 TCPP 和 Pb 单独/联合暴露对斑马鱼发育的一

般毒性

为了探讨 TCPP 和 Pb 单独/联合暴露对斑马鱼

幼鱼/胚胎产生的一般毒性作用,我们将收集的斑马

鱼受精卵在 2 hpf 单独/联合暴露于不同浓度的

TCPP 和 Pb 至 5 dpf,观察斑马鱼形态学的变化。 结

果发现,在设定的浓度下,斑马鱼无论是单独还是联

合暴露于 Pb 和 TCPP,斑马鱼的存活率和 72 hpf 孵
化率无明显变化(图 1(a)、1(b))。 在脊柱发育方面,
与对照组相比,Pb 和 TCPP 低中高 3 个剂量单独暴

露后斑马鱼的脊柱弯曲率无明显变化;而与单独暴

露相比,高剂量联合暴露组脊柱弯曲率明显升高(P<
� 0.001),脊柱弯曲率接近 20% (图 1(c)),脊柱弯曲形

态如图 1(d)红色箭头所示。 根据以上的结果可知,
斑马鱼早期单独/联合暴露于 Pb 和 TCPP 不引起存

活率和孵化率变化,但是高剂量联合暴露会导致斑

马鱼脊柱弯曲率明显升高。

表 2　 目的基因引物序列信息

Table 2　 Gene primer sequence information

基因

Gene
引物序列(5’ ~ 3’)

Primer sequence (5’ ~ 3’)

elfa
F: TTGAGAAGAAAATCG GTGGTGCTG

R: GGAACGGTGTGATTGAGGGAAATTC

elavl3
F: GTCAGAAAGACATGGAGCAGTTG

R: GAACCGAATGAAACCTACCCC

mbp
F: AATCAGCAGGTTCTTCGGAGGAGA

R: AAGAAATGCACGACAGGGTTGACG

gfap
F: GGATGCAGCCAATCGTAAT

R: TTCCAGGTCACAGGTCAG

gap43
F: TGCTGCATCAGAAGAACTAA

R: CCTCCGGTTTGATTCCATC

col8a1a
F: AGGCCCAAATGGATCACCAG

R: CATCAAGGGCAGGACCCATT

ngs
F: ATGGGTGGCAGTGTGAG

R: ATGGTTGTGGTTGAGCG

bmp2a
F: CTCCGCAGTGGTTCCTCAAT

R: CGGATCTCTCGGAGCCTTTC

bmp2b
F: TACAGTGATTCGGGGAGACA

R: CGGGTCATCGTTTTCAGAGT

runx2b
F: AGGGCCAAACGCAGATTACA

R: CTGAAGACGTCTGGGCACAT
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2. 2　 TCPP 和 Pb 单独/联合暴露对斑马鱼心脏发育

的影响

斑马鱼心脏在 5 hpf 开始发育,在 48 hpf 时,心
脏发育基本完成,故一般选用发育至 48 hpf 斑马鱼

进行毒物、药物的心脏毒性研究[20-21]。 我们探讨了

斑马鱼从 48 hpf 开始不同时间点 (48、72、96、120
hpf)单独/联合暴露于 Pb 和 TCPP 对其心率的影响。

结果发现,与对照组相比,Pb 和高剂量 TCPP 单独

暴露后斑马鱼的心率在 96 hpf 时下降(P<0.01),在
� 48、72 和 120 hpf 无明显变化;而与对照组相比,Pb

和高剂量 TCPP 联合暴露后,心率在 96 hpf 和 120
hpf 明显下降(P<0.001)。 且从 96 hpf 开始,与单独

� 暴露于 Pb 和 TCPP 相比,高剂量联合暴露导致斑马

鱼心率明显下降(P<0.001) (图 2)。

图 1　 TCPP、Pb 单独 /联合暴露对斑马鱼一般毒理学的影响

注:(a) 存活率;(b) 72 hpf 孵化率;(c) 脊柱弯曲率;(d) 脊柱弯曲情况示意图;与 Pb+TCPP-H 组相比,###为 P<0.001,
与 Control 相比,* * *为 P<0.001。

Fig. 1　 Effects of TCPP, Pb individual/combined exposure on general toxicology of zebrafish
Note: (a) Survival rate, (b) 72 hpf hatching rate, (c) Spinal curvature rate, (d) Curvature of the spine;

compared with Pb+TCPP-H group, ### represents P<0.001; compared with Control, * * * represents P<0.001.

图 2　 TCPP、Pb 单独 /联合暴露对斑马鱼心率的影响

注:与 Pb+TCPP-H 组相比,###为 P<0.001;与 Control 相比,* *为 P<0.01,* * *为 P<0.001。

Fig. 2　 Effect of TCPP, Pb individual/combined exposure on zebrafish heart rate
Note: Compared with Pb+TCPP-H group, ### represents P<0.001; compared with Control, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001.
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2. 3　 TCPP 和 Pb 单独/联合暴露对斑马鱼体长的

影响

接下来,我们探讨 TCPP、Pb 单独和联合暴露对

斑马鱼体长的影响。 结果发现,与对照组相比,Pb
和高剂量 TCPP 单独暴露后斑马鱼的体长无明显变

化,而与对照组相比,Pb 和高剂量 TCPP 联合暴露

后,斑马鱼体长明显下降(P<0.01);且与 Pb、高剂量

� TCPP 单独暴露相比,高剂量联合暴露 5 dpf 斑马鱼

的体长明显下降(P<0.01,图 3(a)、3(b))。
2. 4　 TCPP 和 Pb 单独/联合暴露对斑马鱼自发运动

的影响

斑马鱼的自发运动在一定程度上能够反映出其

神经系统的状况,本研究使用 Viewpoint 斑马鱼幼

鱼运动行为学分析系统,对不同处理至 5 dpf 的斑

马鱼的运动行为进行监测。 从图 4(d)的运动轨迹可

以看出,与单独暴露相比,低剂量和中剂量联合暴露

组的运动轨迹及运动轨迹密度无明显变化,而高剂

量联合暴露组斑马鱼的运动轨迹明显减少,运动轨

迹的密度明显降低。 对行为学分析系统检测的运动

数据进行统计分析发现,与对照组相比,Pb 和 TCPP
低中高 3 个剂量单独暴露后斑马鱼的总运动距离和

暗条件下的运动速度无明显变化,在光照条件下,
Pb 和低剂量 TCPP 联合暴露组运动速度加快 (P<

� 0.01);而对照组相比,Pb 和高剂量 TCPP 联合暴露

后,斑马鱼总运动距离、明暗条件下每分钟运动距离

和暗条件下运动速度明显下降(P<0.01)。 且与单独

� 暴露相比,低剂量和中剂量联合暴露组中 30 min
总运动距离和明暗条件下每分钟的运动距离、运

动速度无明显差异;而高剂量联合暴露后,斑马鱼

30 min 总运动距离、明暗条件下每分钟运动距离

和暗条件下运动速度都进一步下降(P<0.01,图 4
� (a) ~ (c))。

2. 5　 TCPP、Pb 单独/联合暴露影响斑马鱼神经发育

相关基因

接下来,我们检测了参与斑马鱼神经发育过程

中关键基因(mbp、elavl3、gfap、gap43)在 3 dpf、5 dpf
� 的表达情况。 结果发现,与对照组相比,Pb 单独暴

露后 mbp、elavl3 基因在 5 dpf 表达下降(P<0.001),
� mbp、gfap 基因在 3 dpf 表达也下降(P<0.001);同时,
� 与对照组相比,高剂量 TCPP 单独暴露后 mbp 基因

� 在 3 dpf 表达下降(P<0.05),elavl3 基因在 3 dpf 表达

� 升高(P<0.05)。 同时,与对照组相比,Pb 和高剂量

� TCPP 联合暴露组 mbp、gap43 在 3 dpf 和 5 dpf 都显

著下降(P<0.01),elavl3 基因在 5 dpf 表达下降(P<
� 0.001),gfap 基因在 3 dpf 表达下降(P<0.001)。 且与

� 单独暴露相比,高剂量联合暴露后,mbp 基因在 3
� dpf 和 5 dpf 表达进一步下降(P<0.001,图 5(a)),gfap

基因在 3 dpf 表达进一步下降 (P <0.01,图 5 (c)),
� elavl3 和 gap43 在 5 dpf 都进一步下降(P<0.01,图 5
� (b)、5(d))。 以上的实验结果表明,Pb 和 TCPP 高剂

量联合暴露后进一步下调参与斑马鱼神经发育关键

基因的表达。
2. 6　 TCPP、Pb 单独/联合暴露影响斑马鱼脊柱发育

相关基因

由于高剂量联合暴露使斑马鱼的脊柱弯曲率明

显升高(图 1(c)),接下来我们探讨 Pb、TCPP 单独/联

图 3　 TCPP、Pb 单独 /联合暴露 5 dpf 后斑马鱼的体长

注:(a) 斑马鱼 5 dpf 体长;(b) 测量斑马鱼体长示意图;与 Pb+TCPP-H 组相比,###为 P<0.001;与 Control 相比,* *为 P<0.01。

Fig. 3　 Effect of TCPP, Pb individual/combined exposure on the body length of zebrafish
Note: (a) 5 dpf zebrafish body length, (b) Schematic diagram of measured zebrafish body length; compared with Pb+TCPP-H group,

### represents P<0.001; compared with Control, * * represents P <0.01.
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图 4　 TCPP、Pb 单独 /联合暴露对斑马鱼行为学的影响

注:(a) 斑马鱼 30 min 总运动距离;(b) 明暗条件下斑马鱼每分钟运动距离;(c) 明暗条件下斑马鱼运动速度;
(d) 某时刻斑马鱼运动轨迹图;与 Pb+TCPP-H 组相比,##为 P<0.01,###为 P<0.001;与 Control 相比,* *为 P<0.01,* * *为 P<0.001。

Fig. 4　 Effect of TCPP, Pb individual/combined exposure on zebrafish spontaneous locomotion
Note: (a) 30 min total distance, (b) Distance per minute under light and dark conditions, (c) Speed under light and dark conditions, (d) Movement trajectory;

compared with Pb+TCPP-H group, ## represents P<0.01, ### represents P<0.001; compared with Control, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001.

图 5　 TCPP、Pb 单独 /联合暴露对斑马鱼神经发育关键基因的影响

注:(a) mbp 基因在 3 dpf、5 dpf 表达水平;(b) elavl3 基因在 3 dpf、5 dpf 表达水平;(c) gfap 基因在 3 dpf、5 dpf 表达水平;(d) gap43 基因在 3 dpf、
5 dpf 表达水平;与 Pb+TCPP-H 组相比,##为 P<0.01,###为 P<0.001;与 Control 相比,*为 P<0.05,* *为 P<0.01,* * *为 P<0.001。

Fig. 5　 Effects of TCPP, Pb individual/combined exposure on neurodevelopmental genes
Note: (a) The expression of mbp at 3 dpf, 5 dpf, (b) The expression of elavl3 at 3 dpf, 5 dpf, (c) The expression of gfap

at 3 dpf, 5 dpf, (d) The expression of gap43 at 3 dpf, 5 dpf; compared with Pb+TCPP-H group, ## represents P<0.01, ### represents P<0.001;
compared with Control, * represents P<0.05, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001.
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合暴露对脊柱发育相关基因的影响。 结果显示,与
对照组相比,高剂量 TCPP 单独暴露后,col8ala、ngs
和 bmp2b 基因在 3 dpf 表达升高(P<0.05);Pb 单独

� 暴露后,col8ala 和 runx2b 基因在 5 dpf 表达下降(P<
0.05)。 同时,与对照组相比,Pb 和高剂量 TCPP 联

合暴露后,col8ala、ngs、bmp2a、bmp2b、 runx2b 基因

� 在 5 dpf 表达明显下降(P<0.01)。 且与单独暴露相

� 比,高剂量联合暴露导致脊柱发育相关基因 col8ala、
� ngs 在 5 dpf 时显著下调(P<0.001,图 6(a) ~ (b));同
� 时,高剂量联合暴露后骨发育相关基因 bmp2a 的表

� 达量在 5 dpf 时显著下降(P<0.01,图 6(c)),bmp2b 和

runx2b 的表达量在 3 dpf、5 dpf 同时下降(P<0.01,图
6(d) ~ (e))。 以上的实验结果表明,Pb 和 TCPP 高剂

量联合暴露进一步下调脊柱发育关键基因 col8a1a、
ngs 以及骨发育相关基因 bmp2a、bmp2b、runx2b 的

� 表达。

3　 讨论(Discussion)
由于电子废弃物不断增多,电子废弃物回收处

理不规范,导致电子废弃物处理厂周边环境污染严

图 6　 TCPP、Pb 单独 /联合暴露对斑马鱼脊柱、骨骼发育相关基因的影响

注:(a) col8a1a 基因在 3 dpf、5 dpf 表达水平;(b) ngs 基因在 3 dpf、5 dpf 表达水平;(c)bmp2a 基因在 3 dpf、
5 dpf 表达水平;(d) bmp2b 基因在 3 dpf、5 dpf 表达水平;(e) runx2b 基因在 3 dpf、5 dpf 表达水平;与 Pb+TCPP-H 组相比,

##为 P<0.01,###为 P<0.001;与 Control 相比,* *为 P<0.01,* * *为 P<0.001。

Fig. 6　 Effects of TCPP, Pb individual/combined exposure on spine and bone development-related genes
Note: (a) The expression of col8a1a at 3 dpf, 5 dpf, (b) The expression of ngs at 3 dpf, 5 dpf, (c) The expression of bmp2a at 3 dpf,

5 dpf, (d) The expression of bmp2b at 3 dpf, 5 dpf, (e) The expression of runx2b at 3 dpf, 5 dpf; compared with Pb+TCPP-H group,

## represents P<0.01, ### represents P<0.001; compared with control, * * represents P<0.01, * * * represents P<0.001.
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重。 有机磷阻燃剂 TCPP 和重金属 Pb 都是电子废

弃物处理厂中主要的污染物之一,故在环境中

TCPP 和 Pb 存在共同暴露的情况,而其联合暴露对

发育的影响尚未见研究,本研究选用斑马鱼作为模

式生物,对其进行一般毒性、行为学以及发育相关基

因的检测,以探究 TCPP、Pb 单独/联合暴露对斑马

鱼发育影响。
我们首先探讨了 TCPP 和 Pb 单独/联合暴露对

斑马鱼发育的一般毒性,结果发现,Pb 和 TCPP 低

中高 3 个剂量单独和联合暴露对斑马鱼的存活率和

孵化率无明显影响。 同时,Pb 和 TCPP 低中 2 个剂

量单独和联合暴露对斑马鱼脊柱弯曲率无明显影

响。 而与 TCPP、Pb 单独暴露相比,TCPP 和 Pb 高剂

量联合后导致斑马鱼 96 hpf 和 120 hpf 心率、体长

明显下降,脊柱弯曲率明显升高。 李萍萍等[22]发现,
暴露于浓度为 24 μmol·L-1的醋酸铅斑马鱼脊柱弯

曲率明显升高,而醋酸铅浓度为 6 μmol·L-1时,斑
马鱼未见脊柱弯曲情况,本研究设定的 Pb 浓度经

换算约为 0.5 μmol·L-1,远低于 6 μmol·L-1,本研究

的结果与其相似。
斑马鱼发育周期短,在 5 dpf 时,斑马鱼就能自

主运动,斑马鱼的自发运动在一定程度上能反映其

神经系统的发育情况[23]。 故本研究在 5 dpf 时检测

斑马鱼的自发运动行为,结果发现,Pb 和 TCPP 低

中 2 个剂量单独和联合暴露对斑马鱼自发运动行为

无明显影响。 而与 TCPP、Pb 单独暴露相比,高剂量

联合暴露后斑马鱼 30 min 总运动距离、明暗不同条

件下斑马鱼的每分钟平均运动距离和暗条件下斑马

鱼的运动速度明显下降,提示高剂量联合暴露对斑

马鱼神经发育有一定损伤。 Xia 等[10]发现斑马鱼暴

露于浓度为 15 mg·L-1的 TCPP 时,斑马鱼的运动速

度明显下降,而 5 mg·L-1无明显影响。 Liu 等[24]发

现斑马鱼暴露于 1 μmol·L-1的 Pb 时,对斑马鱼的

自发运动无明显影响。 上述说明本研究 TCPP、Pb
单独暴露对斑马鱼自发运动的影响与之前的研究相

似。 行为学相关指标属于综合性的评价指标,神经、
骨骼和肌肉等多器官多系统损伤均可引起斑马鱼行

为的改变,因此,需进一步深入探讨 Pb 和 TCPP 高

剂量联合暴露是否导致神经系统损伤。
为了明确高剂量联合暴露的神经毒性,我们检

测了在斑马鱼神经发育过程中起着关键作用的基因

的表达情况。 mbp 基因是斑马鱼中枢神经系统发育

过程中轴突髓鞘形成所必需的,由少突胶质细胞作

为髓鞘的组成部分表达[25-26]。 参与编码特异性神经

元 RNA 结合蛋白 HuC 的 elavl3 基因在神经元分化

� 和维持中起到重要作用,在神经板的神经元前体中

表达,是斑马鱼早期神经元发育的标志基因之一[27]。
神经胶质纤维酸性蛋白是一种中间丝蛋白,其编码

基因 gfap 在中枢神经系统的星形胶质细胞和放射

� 状胶质细胞中高表达,是大脑中星形胶质细胞的标

志物[28]。 gap43 基因在斑马鱼神经元的发育和轴突

� 再生过程中高表达[29]。 Li 等[30]发现,暴露于磷酸三

(1-氯-2-丙基)酯 ( tris (1-chloro-2-propyl) phosphate,
TCIPP)和磷酸三 (2-氯乙基)酯 (tris (2-chloroethyl)
phosphate, TCEP)可导致 mbp 和 gfap 基因表达下

� 降,gap43 基因表达升高。 Shi 等[31]也发现,暴露于

� 磷酸三苯酯可导致神经发育相关基因 mbp、elavl3
表达下降。 另外,Hu 等[32]发现,暴露于沸石咪唑酯

� 骨架材料-8(zeolite imidazolate framework-8, ZIF-8)
NPs 会导致斑马鱼 gap43 基因表达下降。 上述表

� 明,当斑马鱼的神经发育受到毒物等影响后,会扰乱

神经发育相关基因的表达,导致其表达下调/升高。
本研究发现,与 TCPP、Pb 单独暴露相比,高剂量联

合暴露 mbp 基因在 3 dpf 和 5 dpf 表达都下降,gfap
基因在 3 dpf 表达下降,elavl3 和 gap43 在 5 dpf 都

� 下降。 以上的实验结果表明,与单独暴露相比,高剂

量联合暴露可能通过下调参与斑马鱼神经发育关键

基因的表达,抑制斑马鱼的自发运动,对斑马鱼产生

神经毒性。
TCPP 和 Pb 联合暴露对斑马鱼的一般毒性的

结果表明,高剂量联合暴露会导致斑马鱼脊柱弯曲

率明显升高,故我们检测了联合暴露对斑马鱼脊柱

发育相关基因(col8a1a、ngs、bmp2a、bmp2b、runx2b)
表达的影响。 有研究发现,col8a1a、ngs 在脊索发育

� 中发挥着重要作用,col8a1a 基因功能缺失会导致斑

� 马鱼先天脊柱畸形[33];暴露于邻苯二甲酸酯导致斑

马鱼脊柱畸形和 col8a1a、ngs 基因表达下降[34]。 上

� 述表明在斑马鱼脊柱发育受损时,参与斑马鱼脊柱

发育相关基因的表达下调。 骨形态发生蛋白(bone
morphogenetic protein, BMP)是多功能生长因子,其
参与斑马鱼骨骼的发育,bmp2a 和 bmp2b 可诱导间

� 充质细胞分化成成骨细胞,而 runx2b 是 BMP 的下

� 游,在成骨细胞的分化中起着重要作用[35-36]。 Yan
等[37]发现,暴露于 Pb 导致 bmp2、runx2 基因表达下

� 调。 本研究的结果与之前的研究类似,与单独暴露

相比, 高剂量联合暴露后 col8a1a、 ngs、 bmp2a、
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� bmp2b、runx2b 基因表达显著下调,说明 TCPP 和 Pb
高剂量联合暴露可能通过扰乱上述基因的表达加重

脊柱弯曲情况。
综上所述,与对照组相比,Pb 和低中高 3 个剂

量 TCPP 单独暴露后,对斑马鱼的存活率、孵化率、
体长、脊柱弯曲率、心率(48、72 和 120 hpf)、总运动

距离和明暗条件下运动速度无明显影响,而与对照

组相比,Pb 和高剂量 TCPP 联合暴露后,体长明显

下降,脊柱弯曲率明显升高,96 hpf 和 120 hpf 心率

明显下降;总运动距离和明暗条件下每分钟运动距

离明显下降。 而且 Pb 和 TCPP 高剂量联合暴露与

单独暴露相比,Pb 和 TCPP 高剂量联合暴露进一步

抑制斑马鱼自发运动,导致斑马鱼体长下降,脊柱弯

曲率升高;qPCR 的结果显示,Pb 和 TCPP 高剂量联

合暴露与单独暴露相比,神经发育相关基因 mbp、
elavl3、gfap、gap43 表达进一步下调,同时,脊柱发育

� 相关基因 col8a1a、ngs、bmp2a、bmp2b、 runx2b 表达

� 也进一步下调,Pb 和 TCPP 高剂量联合暴露进一步

损害斑马鱼的正常发育。 与神经发育和脊柱发育相

关基因表达的进一步下调可能与 TCPP 和 Pb 高剂

量联合暴露引起的神经毒性和脊柱弯曲有关;但脊

柱损伤和神经毒性的潜在机制复杂,还需更进一步

的研究以解析 TCPP 和 Pb 联合暴露对斑马鱼胚胎

发育毒性的机制。

通信作者简介:孟晓静(1973—),女,博士,教授,主要研究方

向为环境毒物的神经毒性作用及机制。
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