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环境因素对酰胺类除草剂水生毒性的影响 ①

———以鱼类先天性免疫毒性为例
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摘　要：为了探讨不同温度和光照周期条件下，酰胺类除草剂对鱼类先天性免疫系统的影响．以斑马鱼胚胎为实验模
型，将其急性暴露于致死浓度的甲草胺、乙草胺和丁草胺中７２ｈ，测定它们的ＬＣ５０值；进一步的，在不同温度和光照周期条
件下，将胚胎暴露于亚致死浓度的酰胺类除草剂中研究其对胚胎与先天性免疫系统相关基因表达的影响及其差异．结果表
明：酰胺类除草剂急性毒性大小为丁草胺＞乙草胺＞甲草胺，温度和光照周期会显著影响酰胺类除草剂介导的与先天性免疫
相关基因（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｂｅｔａ（ＩＬ－１β），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－８（ＩＬ－８）ＣＣ－ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＣ－ｃｈｅｍ）和ＣＸＣＬ－ｃｃ）的表达量．此外，双因素方
差分析揭示：在乙草胺诱导ＩＬ－１β表达和丁草胺诱导ＩＬ－８表达中，暴露溶液浓度和温度－光照周期之间存在显著的联合作
用．上述结果表明，光照和温度会改变酰胺类除草剂对斑马鱼先天性免疫系统的影响．
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酰胺类除草剂是世界上目前使用最为广泛的除草剂种类之一，主要包括：甲草胺、乙草胺、异丙甲草

胺、丁草胺和毒草胺等．其中乙草胺和丁草胺是我国使用最多的２种除草剂［１］，而甲草胺已被美国环境保

护局列为Ｂ－２类致癌物．随着酰胺类除草剂的广泛使用，在土壤、地表水、地下水和底泥中均有检出，且其
对水生生物有较强的水生毒性［２－３］．

先前的研究表明，鱼类的免疫学参数，如白细胞、巨噬细胞、先天性免疫和获得性免疫系统可以作为环

境污染物的生物标志物［４－５］．在鱼类的早期发育阶段，先天性免疫系统是其抵御外源性化合物感染的唯一
途径．通常地，温度和光照周期被认为是影响水生生物内分泌系统和生殖过程最重要的两个因素［６］．先前
的研究表明，内分泌系统和免疫系统之间存在双向互动作用［４］，同时与哺乳动物一样，鱼体内的免疫系统

和生殖系统有重叠的部分．因此，我们可以推测：自然环境中周期性的温度和光照条件的改变会对鱼类的
免疫系统产生一定的影响．然而，以往评价化合物毒性的研究中一般不考虑这些因素．因此，为了更加真实
的反映环境污染物在真实环境条件下的毒性效应，很有必要开展在不同环境因素条件下评价酰胺类除草

剂对鱼类先天性免疫系统的影响．
斑马鱼是目前使用最广泛的模式生物之一，具有体型小易于饲养，产卵量大，胚胎透明易于观察且与

人类基因同源性高（８７％）等优势，因此，近年来常作为免疫系统的研究模型．因此，本研究中采用斑马鱼胚
胎作为模式生物，研究了３种酰胺类除草剂（分别是甲草胺、乙草胺和丁草胺）在不同温度和光照周期条
件下，对斑马鱼胚胎的先天性免疫系统的干扰效应，对真实环境条件下评估该类除草剂的生态风险提供科

学依据．

１　材料与方法

１．１　试剂和材料
甲草胺（纯度：９７％）、乙草胺（纯度＞９８．５％）和丁草胺（纯度：９８．５％）均购自美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｏｃｈ公司．

除草剂标准品溶于正己烷（ＨＰＬＣ级）中配成浓度为２０００ｍｇ／Ｌ的储备液，于４℃冰箱避光保存．临用时再
稀释成所需浓度，且溶剂ＤＭＳＯ的体积浓度为０．５％．本实验中所使用的其它试剂均为分析纯．
１．２　斑马鱼的饲养与幼鱼的获取

青年期的斑马鱼购自中国科学院水生生物研究所（武汉），并在我们实验室条件下养殖和繁殖．斑马鱼
饲养在一个恒定温度（２８±１℃），昼夜光照周期比为１２ｈ∶１２ｈ的水循环系统中．斑马鱼每天喂食２次丰
年虾．产卵时把１０条雄性和５条雌性成年斑马鱼放置于产卵玻璃箱中．次日，当灯光打开时，成鱼受光照刺
激，开始产卵．鱼卵的收集参见Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ［７］和陆彬［８］等人的方法．
１．３　斑马鱼胚胎的暴露实验

把斑马鱼胚胎随机暴露于含有不同浓度甲草胺（７０，１０５，１４０，１７５，２１０μｍｏｌ／Ｌ）、乙草胺（２０，４０，６０，
８０，１２０μｍｏｌ／Ｌ）和丁草胺（４，６，８，１０，１２μｍｏｌ／Ｌ）的２４孔板（Ｃｏｓｔａｒ，ＣｏｒｎｉｎｇＩｎｃ，ＮＹ，ＵＳＡ）中．每块２４孔
板中的２０个孔为同一实验浓度，其余４孔为对照组，每孔中加入２ｍＬ溶液，并放置一个胚胎．对照组为含
０．５％ ＤＭＳＯ的 Ｈａｎｋ’ｓ溶液（１３７ｍＭ ＮａＣｌ，５．４ｍＭ ＫＣｌ，０．２５ｍＭ，Ｎａ２ＨＰＯ４，０．４４ｍＭ ＫＨ２ＰＯ４，
１．３ｍＭＣａＣｌ２，１．０ｍＭＭｇＳＯ４，４．２ｍＭＮａＨＣＯ３）．每个浓度设置３个平行．２４孔板置于２８±１℃，昼夜光照
周期比为１２ｈ∶１２ｈ的人工气候箱中培养至７２ｈｐｆ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔ－ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）．每２４ｈ更换５０％的暴露溶
液．胚胎发育过程在倒置解剖显微镜（ＬｅｉｃａＭｉｃｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｗｅｔｚｌａｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）进行观察．暴露过程中，死胚
胎／幼鱼和碎屑及时挑出．

为了探讨不同温度和光照周期条件下，酰胺类除草剂对斑马鱼先天免疫系统的影响，２０个斑马鱼胚
胎随机分配到含有 ５０ｍＬ不同浓度的甲草胺（１和 ５μｍｏｌ／Ｌ）、乙草胺（１和 ５μｍｏｌ／Ｌ）和丁草胺
（１和５μｍｏｌ／Ｌ）的烧杯中．对照组为含０．５％ＤＭＳＯ的Ｈａｎｋ’ｓ溶液．将烧杯分别置于１８℃－１０Ｌ，２４℃－

８９
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１２Ｌ，３０℃－１４Ｌ这３种不同的环境条件下的人工气候箱中培养至７２ｈｐｆ．每个浓度进行４个平行实验，每
２４ｈ更换暴露溶液１次．暴露结束后，收集至少１５条斑马鱼幼鱼作为１个样本进行基因转录分析，而后储
存在－８０℃．
１．４　总 ＲＮＡ的提取，反转录和实时定量 ＰＣＲ

按照ＴＲＩｚｏｌ试剂（ＴａｋａｒａＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｄａｌｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）的说明书提取鱼样中的总ＲＮＡ．通过１％琼脂糖凝
胶电泳和２６０／２８０ｎｍ的比值对每个样本中的ＲＮＡ纯度进行评估．样品中ＲＮＡ的浓度是通过２６０ｎｍ的读
数计算得到．根据反转录试剂盒说明书使用 ５００ｎｇ总 ＲＮＡ与逆转录酶试剂盒（ＴａｋａｒａＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ，
Ｄａｌｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）反应合成 ｃＤＮＡ．ＩＬ－１β，ＩＬ－８，ＣＣ－ｃｈｅｍ，ＣＸＣＬ－ｃｃ的定量过程是按照说明书使用１０μＬ的
ＳＹＢＲ反应混合物和特异性引物对在 ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）进行的．实时定量的扩增程
序：９５℃ １ｍｉｎ以激活聚合酶，接着９５℃ １５ｓｅｃ，６０℃ １ｍｉｎ进行４０个循环．β－ａｃｔｉｎ作为管家基因，相对
基因表达量使用２－ΔΔＣｔ方法计算．ＩＬ－１β，ＩＬ－８，ＣＣ－ｃｈｅｍ，ＣＸＣＬ－ｃｃ和管家基因（β－ａｃｔｉｎ）的引物序列见表１．

表１　实时定量ＰＣＲ反应中基因引物序列

Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒ（５＇－３＇） ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

ＩＬ－１β
Ｆ：５＇－ＣＡＴＴＴＧＣＡＧＧＣＣＧＴＣＡＣＡ－３＇

Ｒ：５＇－ＧＧＡＣＡＴＧＣＴＧＡＡＧＣＧＣＡＣＴＴ－３＇
ＡＹ３４０９５９．１

ＩＬ－８
Ｆ：５＇－ＧＴＣＧＣＴＧＣＡＴＴＧＡＡＡＣＡＧＡＡ－３＇

Ｒ：５＇－ＣＴＴＡＡＣＣＣＡＴＧＧＡＧＣＡＧＡＧＧ－３＇
ＸＭ＿００１３４２５７０．２

ＣＣ－ｃｈｅｍ
Ｆ：５＇－ＴＧＣＡＧＣＴＣＡＡＣＣＡＧＡＡＧＡＴＧ－３＇

Ｒ：５＇－ＣＴＴＴＧＡＣＧＣＡＴＧＧＡＧＧＡＴＴＴ－３＇
ＢＣ１６２４２１．１

ＣＸＣＬ－ｃｃ
Ｆ：５＇－ＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＣＧＧＴＡＧＴＴＴＡ－３＇

Ｒ：５＇－ＴＣＡＡＣＴＴＴＧＴＣＧＣＡＧＴＴＴＧＧ－３＇
ＮＭ＿００１１１５０６０

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ：５′－ＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＣＧＣＴＧＣＣ－３′

Ｒ：５′－ＣＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＣＴＧＧＧＴＣＧＴＣ－３′
ＡＦ０５７０４０

１．５　数据分析
利用Ｏｒｉｇｉｎ８．０（Ｎｏｒｔｈａｍｐｔｏｎ，ＭＡ，ＵＳＡ）对数据进行分析．结果以平均值±标准偏差（ＳＤ）的形式表示．

为了评估浓度，温度－光照周期各自对斑马鱼胚胎先天性免疫系统的影响，以及它们之间是否存在相互作
用，试验数据用ＳＰＳＳ１９．０（ＳＰＳＳ，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）统计软件进行双因素方差分析（包括３个浓度水平和
３个温度－光照周期水平）．表示ｐ＜０．０５，表示ｐ＜０．０１，差异显著．

２　结果

２．１　急性毒性
在斑马鱼胚胎急性毒性实验中，酰胺类除草剂导致一系列畸形现象，包括卵黄囊水肿（ＹＳＥ）、心胞囊

水肿（ＰＥ）和卵凝结（ＣＬ）等（见图１）．酰胺类除草剂不同暴露浓度与斑马鱼胚胎死亡率效应关系见图２．从
图中可以看出，３种酰胺类除草剂的浓度与死亡率之间存在明显的剂量－效应关系．通过 Ｓ型曲线回归方
程，求得甲草胺、乙草胺和丁草胺对斑马鱼胚胎 ７２ｈ的半致死浓度（ＬＣ５０）值分别为 １４８．８，４４．６，
８．５μｍｏｌ／Ｌ，按照《化学农药环境安全评价实验准则》中关于化学农药对鱼类毒性等级划分的标准，其中乙
草胺和丁草胺属于高毒农药，甲草胺属于中毒农药．

（ＹＳＥ＝卵黄囊水肿，ＰＥ＝心胞囊水肿，ＣＬ＝卵凝结）

图１　酰胺类除草剂暴露引起的斑马鱼胚胎畸形现象

９９



湖南科技大学学报（自然科学版） ２０１８年第３３卷

注：甲草胺（Ａ），乙草胺（Ｂ）和丁草胺（Ｃ）７２－ｈＬＣ５０值通过Ｓ型剂量－效应曲线拟合求得

图２　酰胺类除草剂对斑马鱼胚胎死亡率的影响

２．２　先天性免疫相关基因的表达
根据ＧｅＮｏｒｍ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｄｇｅｎ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ）软件分析结果表明：在斑马鱼胚胎中，β－ａｃｔｉｎ是５个最常用的

内参，ｒｐｌ８（ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ８），β－ａｃｔｉｎ，ｅｌｆα（ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１－ａｌｐｈａ），１８ｓ（１８ｓｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ），ｂ２ｍ
（ｂｅｔａ－２－ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ）中最稳定的．因此本研究中β－ａｃｔｉｎ被选做管家基因．

在不同温度和光照周期条件下，将斑马鱼胚胎暴露于３种酰胺类除草剂中７２ｈｐｆ，与先天性免疫相关
基因ＩＬ－１β，ＩＬ－８，ＣＣ－ｃｈｅｍ，ＣＸＣＬ－ｃｃ的表达量见图３．从图中可以看出，在３０℃－１４Ｌ条件下，甲草胺处
理组中ＩＬ－１β表达量显著增加，而１８℃－１０Ｌ和２４℃－１２Ｌ条件下没有显著改变；在１８℃－１０Ｌ和３０℃
－１４Ｌ条件下，乙草胺处理组中ＩＬ－１β表达量均显著增加；在３０℃－１４Ｌ条件下，丁草胺处理组中 ＩＬ－１β
表达量显著增加，而２４℃－１２Ｌ条件下则显著下降（图３Ａ）．对于ＩＬ－８基因，仅在１８℃－１０Ｌ条件下，丁
草胺处理组中发现其表达量显著下降，而在其它条件以及甲草胺、乙草胺处理组均没有显著变化（图３Ｂ）．
与ＩＬ－８基因表达类似，仅在２４℃－１２Ｌ条件下，丁草胺处理组中发现其表达量显著下降，而其它条件和
其它２种酰胺类除草剂处理组均没有显著变化（图３Ｃ）．１８℃－１０Ｌ条件下，３种酰胺类除草剂处理组中，
ＣＸＣＬ－ｃｃ的表达量均显著下降，而其它条件下均没有显著变化（图３Ｄ）．

图３　在不同湿度和光照周期下，斑马鱼胚胎暴露于不同浓度的酰胺类除草剂中至７２ｈｐｆ，（Ａ）ＩＬ－１β，（Ｂ）ＩＬ－８，（Ｃ）
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ＣＣ－ｃｈｅｍ，（Ｄ）ＣＸＣＬ－ｃｃ基因表达量

２．３　双因素方差分析
为了更好的阐明酰胺类除草剂的浓度和温度－光照周期是否会干扰斑马鱼胚胎与先天性免疫相关基

因的表达．我们对３种不同酰胺类除草剂在不同温度－光照周期和浓度条件下诱导的先天性免疫相关基因
的表达进行双因素方差分析（ｔｗｏ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），结果见表２．双因素方差分析表明：甲草胺处理组中，浓度
和温度－光照周期对 ＩＬ－１β基因表达量均具有显著影响（ｐ＜０．０５）；然而对于所有测试的与先天性免疫相
关基因的表达量并没有发现存在显著的浓度和温度－光照周期之间的相互作用（ｐ＞０．０５）．乙草胺处理组
中，浓度和温度－光照周期对ＩＬ－１β基因表达量均具有显著影响（ｐ＜０．００１），且浓度和温度－光照周期之间
存在显著的联合作用（ｐ＜０．０１）．对于丁草胺处理组，浓度对于 ＣＣ－ｃｈｅｍ和 ＣＸＣＬ－ｃｃ基因的表达量具有显
著影响（ｐ＜０．０１），温度－光照周期对于ＩＬ－１β和 ＩＬ－８基因的表达量具有显著影响（ｐ＜０．０１），且浓度和温
度－光照周期对于ＩＬ－８基因的表达量存在显著的联合作用（ｐ＜０．０１）．

表２　斑马鱼胚胎暴露于酰胺类除草剂中，暴露液浓度、温度－光照周期对先天性免疫系统影响的对比

Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ Ｆａｃｔｏｒｓ
Ｆ（Ｐ）

ＩＬ－１β ＩＬ－８ ＣＣ－ｃｈｅｍ ＣＸＣＬ－ｃｃ

Ａｌａｃｈｌｏｒ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ３．７１１（０．０４５） ０．２０５（０．８１７） ２．７８５（０．０８８） ３．０３８（０．０７３）

ＴｅｍｐａｎｄＰｈｏｔｏ １６．８６５（＜０．００１） ０．２８０（０．７５９） ７．７２５（０．００４） ０．５５３（０．５８４）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ×ＴｅｍｐａｎｄＰｈｏｔｏ １．４０７（０．２７２） ０．８４１（０．５１７） ０．８２８（０．５２５） １．１５７（０．３６２）

Ａｃｅｔｏｃｈｌｏｒ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ １５．０９０（＜０．００１） ０．８５５（０．４４２） １．６６４（０．２１７） ０．６０５（０．５５７）

ＴｅｍｐａｎｄＰｈｏｔｏ ２９．００４（＜０．００１） ０．９８２（０．３９４） ４．０１２（０．０３６） ０．３１６（０．７３３）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ×ＴｅｍｐａｎｄＰｈｏｔｏ ８．１０３（０．００１） ０．９１８（０．４７５） １．４４８（０．２５９） ０．４９６（０．７３９）

Ｂｕｔａｃｈｌｏｒ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ２．６９７（０．０９８） ０．２９８（０．７４６） ８．２２３（０．００３） １５．４５５（＜０．００１）

ＴｅｍｐａｎｄＰｈｏｔｏ １７．０６６（＜０．００１）６．７４５（０．００８） ０．８３６（０．４５１） ０．０４３（０．９５８）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ×ＴｅｍｐａｎｄＰｈｏｔｏ ２．１７４（０．１１８） ５．０５２（０．００８） ０．８３２（０．５２４） ２．６６９（０．０７０）
ａＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ ｆｏｒｐ＜０．０５， ｆｏｒｐ＜０．０１ａｎｄ ｆｏｒｐ＜０．００１

３　讨论

本研究的目的是阐明酰胺类除草剂对斑马鱼胚胎的水生毒性；重点探讨不同温度－光照周期条件下，
酰胺类除草剂对斑马鱼先天性免疫系统的影响及其差异性．结果表明，酰胺类除草剂具有较强的水生毒
性，会引起胚胎的死亡和一些非致命性的发育畸形；基因表达分析结果揭示，酰胺类除草剂会诱发与斑马

鱼与先天性免疫相关基因的表达，且不同温度－光照周期条件下，存在显著差异．
先天性免疫系统是斑马鱼早期发育阶段对抗病原体感染的唯一防御途径，因为对于斑马鱼幼鱼而言，当

发育至第４～６周时获得性免疫系统才形成，功能才成熟［９］．因此，早期阶段的斑马鱼成为研究先天性免疫系
统的一个有用模型．温度和光照周期在鱼类的生长发育过程中起着重要的作用．一般地，环境因素影响鱼类的
繁殖是通过下丘脑－垂体－性腺轴（ＨＰＧ轴）［１０］．对于某些鱼类，改变光照周期会刺激性腺的成熟，而改变温度
则会促性腺激素水平［１１］．越来越多的研究表明，环境因素在鱼类的内分泌干扰中起着重要的作用［６］．而内分
泌系统和免疫系统之间存在双向互动作用．以往的研究表明，细菌，病毒和环境的化学品可诱导或抑制与先天
免疫系统有关基因的表达［１２］．我们当前的研究表明：当把斑马鱼胚胎暴露于３种酰胺类除草剂中７２ｈｐｆ，温度
和光照周期显著影响斑马鱼胚胎与先天性免疫相关基因的表达量．细胞因子如 ＩＬ－１β，ＩＬ－８，ＣＣ－ｃｈｅｍ，
ＣＸＣＬ－ｃｃ是一组非抗体蛋白，由免疫细胞分泌，用于调节和介导免疫，炎症和造血．在２４ｏＣ－１２Ｌ条件下，丁草
胺显著抑制ＩＬ－１β的表达，而在另外２种条件下，酰胺类除草剂表现为显著上调ＩＬ－１β的表达．ＩＬ－１β在促使
吞噬细胞到感染部位中起着举足轻重的作用，激活中性粒细胞和巨噬细胞，刺激它们到感染部位［１３］．因此，
ＩＬ－１β基因过度表达与减少免疫相关细胞的抗感染作用有关．在１８ｏＣ－１０Ｌ条件下，３种除草剂均显著抑制
ＣＸＣＬ－ｃｃ的表达．ＣＸＣＬ－ｃｃ具有吸引和激活中性粒细胞并影响它们作为炎症介质的潜力．因此，３种酰胺类除
草剂有可能诱导早期发育阶段的斑马鱼的免疫反应．Ｊｉｎ［１０］等使用双因素方差分析发现斑马鱼暴露于１７β－

ｅｓｔｒａｄｉｏｌ（Ｅ２）中，温度和光照周期在诱导肝脏ＶＴＧ１和ＥＲα基因表达量中起着联合作用．在本研究中，我们
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也发现温度和光照周期在乙草胺诱导ＩＬ－１β表达和丁草胺诱导ＩＬ－８表达中起着联合作用，然而在甲草胺处
理组中没有任何相互作用．根据范特霍夫规则，在一定温度范围内，水温每增加 １０℃会增加酶活 ２～３
倍［１４－１５］．因此，环境因素很可能会影响化学物质的吸收和排出．从而导致污染物在鱼体富集，影响幼鱼的先天
性免疫系统．

４　结论

１）酰胺类除草剂具有较强的水生毒性，会引起胚胎的死亡和一些非致命性的发育畸形，且毒性大小
关系为：丁草胺＞乙草胺＞甲草胺．

２）酰胺类除草剂会诱发与斑马鱼与先天性免疫相关基因的表达，且不同温度－光照周期条件下，存在
显著差异；且除草剂浓度与温度－光照周期之间存在联合作用．
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