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氯化镉对斑马鱼胚胎的发育毒性
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摘要: 为探讨重金属 Cd对斑马鱼胚胎发育的毒性效应，将受精 1 h后( 1 hpf) 的斑马鱼胚胎暴露于不同浓度的 CdCl2溶液中，
观察 CdCl2处理对胚胎死亡、孵化及幼鱼畸形的影响。采用吖啶橙( AO) 染色，定性观察胚胎细胞凋亡情况; 以活性氧( ROS)
荧光探针 DCFH-DA染色法检测胚胎 ROS 水平，TBA 比色法测定胚胎脂质过氧化水平，DTNB 比色法测定还原型谷胱甘肽
( GSH) 和氧化型谷胱甘肽( GSSG) 水平。结果表明，10． 0 ～ 30． 0 mg·L-1 CdCl2浓度依赖性地诱导斑马鱼胚胎死亡和幼鱼畸形，
胚胎孵化率亦降低。CdCl2处理引起斑马鱼胚胎心脏水肿，尾部弯曲和胚胎发育阻滞。胚胎半数致死浓度( LC50 ) 为 18． 9 mg·

L-1，R2 = 0． 973，幼鱼半数致畸浓度( EC50 ) 为 13． 7 mg·L-1，R2 = 0． 967。20． 0 mg·L-1 CdCl2处理组 ROS 水平、MDA 含量明显升

高，GSH/GSSG比值明显降低( P ＜ 0． 01) 。20 mg·L-1 CdCl2处理后，胚胎头部和尾部可见大量细胞凋亡。10 mg·L-1N-乙酰半胱

氨酸( NAC) 与 20 mg·L-1CdCl2共同处理组斑马鱼胚胎的死亡率和畸形率明显降低，孵化率明显升高，ROS 水平、MDA 含量以
及 GSH/GSSG比值趋于正常。以上结果说明，CdCl2暴露对斑马鱼胚胎发育的毒性效应可能与 CdCl2诱导的氧化应激相关。
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Abstract: To investigate the developmental toxicology of CdCl2 to the embryonic stage of zebrafish． Zebrafish em-
bryos ( 1 hour post fertilization，1 hpf) were exposed to different concentrations of CdCl2 ． The survival and hatch-
ing of embryos and juvenile malformations were examined． Cell apoptosis in embryos was observed by the staining of
acridine orange ( AO) ． Embryonic reactive oxygen species ( ROS ) level was measured by fluorescent probe of
DCFH-DA． Lipid peroxidation degree in embryos was measured by the TBA colorimetric method，as well as levels
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of reduced glutathione ( GSH) and oxidized glutathione ( GSSG) were assayed by DTNB colorimetric method． Re-
sults showed that exposure to CdCl2 for 96 hours could cause severe lethality of embryo，malformation of juvenile
and the failure of hatching in a concentration-dependent manner． CdCl2 treatment caused malformation of heart，tail
and growth retardation in embryos． The half lethal concentration ( LC50 ) of CdCl2 on zebrafish embryos was 18． 9
mg·L-1 ( R2 = 0． 973) ，and the half effective concentration ( EC50 ) with respect to malformation was 13． 7 mg·L-1

( R2 = 0． 967) ． ROS and MDA levels in zebrafish embryos increased significantly at exposure concentration of 20
mg·L-1 or above ( P ＜ 0． 01) with decreased ratio of GSH to GSSG． Cell apoptosis in the head and tail could be ob-
served obviously after exposure． When an anti-oxidative reagent N -acetyl cysteine ( NAC，10 mg·L-1 ) and CdCl2
( 20 mg·L-1 ) were co-existed，the lethal and teratogenic effects ameliorated significantly，and levels of ROS，MDA
and the ratio of GSH to GSSG due to exposure of CdCl2 resumed to normal． Therefore，it can be concluded that ex-
posure of cadmium chloride could cause lesions in the developmental stage of zebrafish embryos，which probably re-
sulted from the oxidative stress．
Keywords: cadmium chloride; developmental toxicology; oxidative stress; zebrafish

镉( Cd) 是一种常见的环境毒物，目前发现其对
人体没有任何生理作用。Cd的生物半衰期长达 10 ～
35 y，可在体内长期蓄积产生毒性。Cd污染不仅影响
农作物的生长发育、产品及质量，还通过食物链的形
式在动物和人类体内大量蓄积，危害动物和人类的健

康及生命安全。Cd 可以对人体肝、肾、骨骼、及生殖
等多个系统产生毒害作用。妊娠期的妇女接触 Cd，
不仅会受到 Cd 的毒性作用，而且 Cd 可以透过胎盘
屏障损害胎儿神经系统发育，导致胎儿发育不良，新

生儿体质量下降。1971 年国际环境会议将 Cd 列为
环境污染物中最危险的 5 种物质之一。随着工业化
进程的加速，Cd 暴露对人类健康的影响日益引起人
们的关注［1-2］。我国目前至少有 16 个省( 自治区、直
辖市) 报导过职业或环境 Cd 暴露对健康的不良影
响。因而，开展 Cd毒性研究具有巨大的现实意义和
社会价值。大量实验表明，Cd 的毒性机制与细胞受
氧化胁迫相关［3-4］。氧化应激诱导脂质过氧化，是鱼
类暴露 Cd 后众所周知的生物学效应［5-7］。Stohs 和
Bagchi研究表明［8］，Cd 诱导产生的抗氧化状态的变
化，可能通过提高超氧阴离子自由基的产生和脂质过

氧化反应，也有可能减少酶和非酶的抗氧化剂。Cd
很可能触发氧化还原反应，产生自由基和活性氧

( ROS) ( 包括 H2O2、O
－
2·、·OH等) ，ROS 的积累会损

伤 DNA、蛋白质和脂类［3］。ROS 在信号通路转导和
转录因子调控中发挥着重要作用［9］。适量的 ROS 很
可能作为第二信使激活转录因子NF-kappa-B，但高浓
度的 ROS会损伤组织［10］。在正常情况下，ROS和其他自
由基会被抗氧化系统、抗氧化物酶( CAT、SOD、GPx、GST等)
及非酶的抗化剂(GSH) 清除［11-13］。如果ROS的量超过了抗

氧化系统的防御能力，氧化应激会导致鱼类组织细胞多

种类型的损伤［14］。近期，大量研究开始关注 Cd 暴
露后氧化应激对鱼类的影响［15-17］。胡蓉等［18］研究
表明，Cd2 +、Hg2 +对鲫鱼胚胎发育和仔鱼均有毒害

作用，且随 Cd2 +、Hg2 +质量浓度的增大和染毒时间

的延长，毒性效应不断增加。研究表明，Cd 积累及
其毒性效应会影响日本比目鱼的生长和抗氧化系

统，减少中国沿海水域商业鱼类数量。Chow 等［19］

2008 年研究表明，Cd 诱导斑马鱼胚胎神经毒性抑
制神经形成，从而减少神经元分化和轴突形成。
Chow等［20］2009 年研究表明，Cd 暴露斑马鱼胚胎幼
鱼眼视网膜分化细胞减少，视网膜神经节细胞轴突

形成受损和视锥细胞缺乏，是引起眼球和视力受损

的主要原因。Cd暴露后，鱼类将启动多种酶类和非酶的
抗氧化机制来抵御氧化应激。例如，超氧化物歧化酶
( SOD)、过氧化氢酶( CAT)、还原型谷胱甘肽( GSH) 及谷胱
甘肽 S-转移酶( GST) ，它们可以解除重金属暴露的毒性
作用，清除 ROS，从而预防鱼类受氧化损伤［21-22］。
斑马鱼( Danio rerio) 是已经被人们广泛接受并

用于研究胚胎发育，遗传分析，毒理学和多种人类疾

病的理想模式生物［23-24］。经济合作与发展组织
( OECD) 在 1996 年将斑马鱼胚胎发育的方法列为
测定单一化学毒物的标准方法之一，并制定了详细

的操作指南［25］。运用斑马鱼检验环境化学物的致
畸效应，具有成本低、影响因素少、可重复性好、易操
作、灵敏度高以及可观察多项毒性指标的特点，并可
以此判断污染物的致毒机理。
近些年来，国内外大量研究报道了 Cd 毒性在实

验动物肝、肾、骨骼及神经系统中与金属硫蛋白［26-27］、
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钙［28］、线粒体［29］及诱导氧化胁迫［30］的作用机理。但
是关于 Cd对胚胎发育的毒性及机制的相关报道极为
少见，然而关于 Cd诱导氧化应激对斑马鱼胚胎发育
的影响仍未见报道。以斑马鱼为实验动物考察了氯
化镉对斑马鱼胚胎发育的毒性作用，并初步探讨了氧

化胁迫与 Cd 毒性的相关性，为进一步深入研究 Cd
发育毒性以及合理的临床干预提供参考依据。

1 材料与方法(Materials and methods)
1． 1 材 料

AB系斑马鱼成鱼由国家斑马鱼模式动物北方
中心惠赠，由本实验室繁育保存。

E3培养液含0．17 mmol·L-1 KCl，5 mmol·L-1 NaCl，0．
33 mmol·L-1 MgSO4，0．33 mmol·L-1 CaCl2，pH 7．4。

CdCl2纯度为 99． 0%，上海中秦化学试剂公司; 丙
二醛( MDA) 测定试剂盒，南京建成生物工程研究所;
GSH和 GSSG检测试剂盒均为碧云天生物技术研究
所; N-乙酰半胱氨酸( NAC) ，麻醉剂 Tricaine 和活性
氧荧光探针 DCFH-DA均购自美国 SIGMA公司;其他
试剂均为国产分析纯。
1． 2 方 法
1． 2． 1 鱼卵的收集
成年斑马鱼饲养于独立养殖单元(北京爱生)，水温

( 28．5 ±0．3)℃，盐度为450 ～500 μS，pH为7． 0 ～ 7． 5，光周
期为14 h/10 h( 光照/黑暗)，每日喂3次活丰年虾。在收
集胚胎的前一天晚，将1条雌鱼和1条雄鱼移入交配盒，用
隔板将其隔开，第2天光照1 h后移去隔板，观察产卵时间。
于产卵后1 h收集受精卵，用 E3培养液轻轻冲洗3次后，
置于E3培养液中，28．5℃恒温光照培养箱中培养。
1． 2． 2 胚胎染毒实验
参照Vaughan等［31］的方法，收集受精后 1 h( 1 hpf)

斑马鱼胚胎置于12孔细胞培养板中，10卵/孔，每孔加入
2．0 mL含不同浓度 CdCl2的 E3培养液，每处理组设胚胎
80枚，另取80枚卵孵育于不含 CdCl2的 E3培养液作为
正常对照。随后加盖封闭，置于 28． 5℃恒温光照培养箱
内，让胚胎继续发育。每24 h更换一半 E3培养液，并观
察胚胎发育状况，至 96 hpf。以卵凝结或心脏停跳作为
胚胎死亡终点，记录胚胎和/或幼鱼的死亡、畸形及幼鱼
孵化情况，计算死亡率、孵化率和畸形率: 胚胎死亡率
(% ) = ( 死亡胚胎数量/总胚胎数量) ×100; 胚胎孵化率
= ( 孵化的胚胎总数/总胚胎数量) ×100; 畸形率(% ) =
( 畸形幼鱼数量/已孵化胚胎数量) ×100。
1． 2． 3 NAC干预实验
按 1． 2． 2 胚胎染毒方法，取 1 hpf 胚胎，胚胎暴露

于含20 mg·L-1 CdCl2，或同时含有20 mg·L-1 CdCl2和10
mg·L-1 NAC，或含有 10 mg·L-1 NAC的 E3培养液，同时
设空白对照组。以卵凝结或心脏停跳作为死亡终点，
在体式显微镜下观察至 96 hpf，记录胚胎和 /或幼鱼的
死亡数、畸形数及幼鱼的孵化数，计算死亡率、畸形率
和孵化率。
1． 2． 4 胚胎细胞凋亡观察
参照文献［32］的方法，收集 1 hpf斑马鱼胚胎，

按 1． 2． 3 方法处理至 24 hpf，更换为含 5 mg·L-1吖啶

橙( AO) 的 E3 培养液，28． 5℃孵育 20 min，以不含
AO的 E3 培养液洗涤 3 次，每次 5 min，加入含 0．
016 mol·L-1 Tricaine的 E3 培养液处理 1 min，麻醉胚
胎后，在荧光显微镜( 日本 Nikon ECLIPSE 80i) 下以
蓝光激发，观察胚胎细胞凋亡情况并拍照。
1． 2． 5 胚胎活性氧水平测定
按 1． 2． 3 方法处理 1 hpf 胚胎 3 h，E3 培养液清

洗胚胎3次后，更换为含20 μmol·L-1 DCFH-DA的 E3
培养液，于 28． 5℃孵育 1 h，以 E3 培养液洗涤胚胎 3
次，吸净 E3培养液，每处理选取 20枚胚胎，加入预冷
的 200 μL E3 培养液后，电动组织匀浆器匀浆，匀浆
液于 4℃、10 000 g 下离心 4 min，取 200 μL 上清液，
加入 96 孔酶标板，于酶标仪( 瑞士 Tecan Infinite
M200，) 测定荧光强度( 激发波长 485 nm，发射波长
535 nm) 。
1． 2． 6 MDA含量测定
按 1． 2． 3方法处理 1 hpf胚胎 3 h，每处理取胚胎

20枚，转移到离心管中，以 E3 培养液洗涤胚胎 3 次，
吸干表面液体，加入 200 μL E3 培养液，电动组织匀
浆器匀浆，匀浆液于 4℃、10 000 g下离心 10 min。取
上清，按试剂盒说明书方法测定 MDA含量。
1． 2． 7 GSH、GSSG指标测定
按1．2．3方法处理1 hpf胚胎3 h，每处理取20枚胚

胎，转移到1． 5 mL离心管中，冰浴E3培养液洗涤3次，吸
干表面液体，匀浆，4℃放置10 min，4℃、10 000 g下离心10
min，取上清按照试剂盒说明书测定GSH和GSSG值。
1． 2． 8 统计学分析
所有实验均重复 3 次。实验数据采用平均值 ±

标准差( mean ± SD) 表示，除特别说明外，结果均
采用 SAS 8． 1 统计软件进行单因素方差分析，P ＜ 0．
05 表示差异具有显著性统计学意义。

2 结果( Results)
2． 1 氯化镉对斑马鱼胚胎发育的毒性效应
斑马鱼胚胎于 54 hpf开始孵化出膜，对照组至
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图 1 氯化镉对斑马鱼胚胎的毒性效应
Fig． 1 Toxic effects of CdCl2 on zebrafish embryos

78 hpf孵化完全。10 ～ 30 mg·L-1CdCl2处理后，斑马
鱼胚胎孵化率降低，死亡率升高，呈浓度依赖性。30
mg·L-1 CdCl2 处理组至 96 hpf 时胚胎死亡率达
98． 3%，且未有胚胎孵化。各组斑马鱼胚胎死亡均
发生于 24 hpf 之前。采用线性回归分析法计算出
CdCl2处理至 96 hpf 对斑马鱼胚胎的半数致死浓度
( LC50 ) 为 18． 9 mg·L-1 ( R2 = 0． 973) 。
2． 2 氯化镉对斑马鱼胚胎发育的致畸作用

10 ～25 mg·L-1CdCl2暴露对斑马鱼胚胎及幼鱼多
个系统的发育产生明显影响，主要表现为鱼卵发育阻

滞、心脏水肿、卵黄囊水肿和脊柱弯曲等多种发育异
常( 图 3) 。10 ～ 25 mg·L-1 CdCl2处理后，幼鱼心脏水
肿、脊柱弯曲及总畸形率升高( 图 2，图 3) 。采用线性
回归分析法计算出 CdCl2处理至96 hpf对斑马鱼胚胎
的半数致畸浓度( EC50 ) 为 13． 7 mg·L-1 ( R2 =0． 967) 。

图 2 氯化镉致斑马鱼胚胎的发育畸形率
Fig． 2 Developmental malformation rate of zebrafish

embryos induced by CdCl2

图 3 氯化镉致斑马鱼胚胎发育的典型畸形特征
注: A和 C为正常幼鱼; B为鱼体短小和脊柱弯曲;

D为卵黄囊水肿和心脏水肿。
Fig． 3 Typical malformation of zebrafish

embryos induced by CdCl2

2． 3 抗氧化剂 NAC对氯化镉发育毒性的干预作用
与对照组比较，20 mg·L-1 CdCl2单独处理斑马

鱼胚胎，致胚胎死亡率( 图 4) 和畸形率( 图 5 ) 均明
显增加( P ＜ 0． 01 ) ; 采用 10 mg·L-1 NAC 与 20 mg·
L-1 CdCl2联合处理斑马鱼胚胎，与单纯 CdCl2处理组
相比，胚胎死亡率( 图 4) 和畸形率( 图 5) 均明显降
低( P ＜ 0． 01) 。与对照组比较，20 mg·L-1 CdCl2单独
处理斑马鱼幼鱼体长( 图 6 ) 明显缩短( P ＜ 0． 05 ) ;
采用 10 mg·L-1NAC 与 20 mg·L-1 CdCl2联合处理斑
马鱼胚胎，与单纯氯化镉处理组相比，斑马鱼幼鱼体

长( 图 6) 明显增长( P ＜ 0． 05) 。表明 NAC 对 CdCl2
所致的斑马鱼胚胎发育毒性有一定保护作用。

图 4 NAC干预氯化镉对斑马鱼胚胎的毒性效应
Fig． 4 NAC intervened toxic effect of

CdCl2 on zebrafish embryos

2． 4 氯化镉导致斑马鱼胚胎细胞的异常凋亡
斑马鱼胚胎经吖啶橙染色后，凋亡细胞呈现亮绿

色荧光。正常组胚胎卵黄囊部位可见大量深染凋亡
细胞，其他部位仅见少量深染细胞( 图 7A)。20 mg·L-1
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图 5 NAC干预氯化镉致斑马鱼胚胎的总畸形率
Fig． 5 NAC intervened total aberation rate of

zebrafish embryos caused by CdCl2

图 6 NAC干预氯化镉对斑马鱼胚胎体长的影响
Fig． 6 NAC intervened short snout-vent length

of zebrafish embryos caused by CdCl2

CdCl2处理后，除卵黄囊部位见大量深染细胞外，头部
和尾部亦可见大量深染细胞( 图 7B) ，表明 CdCl2处理
可能对中枢神经系统发育有一定影响。采用 10
mg·L-1NAC与 20 mg·L-1 CdCl2联合处理斑马鱼胚胎
后，仅见少量凋亡细胞( 图 7C) ，表明 NAC对 CdCl2诱

导的斑马鱼胚胎细胞凋亡有明显的抑制作用。

图 7 氯化镉对斑马鱼胚胎细胞凋亡的影响

注: A为对照组; B为 20 mg·L-1 CdCl2处理组;

C为 10 mg·L-1 NAC与 20 mg·L-1 CdCl2联合处理组。

Fig． 7 Cell apoptosis of zebrafish embryos caused by CdCl2

2． 5 氯化镉暴露导致斑马鱼胚胎氧化胁迫损伤
20 mg·L-1 CdCl2处理斑马鱼胚胎后，胚胎 ROS 水
平( 图 8A)、胚胎脂质过氧化产物丙二醛( MDA) 水平
( 图 8B) 均明显高于对照组( P ＜ 0． 01) ，GSH/GSSG水
平明显低于对照组( P ＜0． 01) ( 图 8C) ，表明 CdCl2处理
致斑马鱼胚胎发生了氧化应激损伤。采用 10 mg·L-1

NAC与 20 mg·L-1 CdCl2共同处理斑马鱼胚胎，可明显
下调胚胎组织中 ROS 和 MDA水平( P ＜0． 05) ( 图 8A
和 B) ，上调 GSH/GSSG水平( P ＜0． 05) ( 图 8C) ，表明
NAC对 CdCl2所致斑马鱼胚胎氧化应激损伤有一定防
护作用。

3 讨论( Discussion)
Cd是一种强的脂质过氧化作用诱导剂，脂质过

氧化作用可导致细胞膜通透性增强，造成细胞内外

的稳态失调，从而引起一系列损害。Cd 能够降低肝
脏中谷胱甘肽含量，有效抑制 POD、SOD 和 CAT 活
性，改变细胞内的抗氧化系统，使自由基不能及时被

清除，造成机体内大量自由基积累。GSH 在清除细
胞内 H2O2、O

-
2·和 LOOH 中扮演了重要角色，同时

GST能够催化外源性毒物与 GSH反应结合，以保护
组织不受氧化胁迫损伤［33］。大量的 ROS 会激活
caspase依赖型途径，诱导细胞凋亡。而 NAC 作为
抗氧化剂易进入细胞，脱乙酰基后成为谷胱甘肽前

体，能促进还原型谷胱甘肽的合成，而谷胱甘肽氧

化-还原循环在机体内具有许多功能，是组织抗氧化
损伤的重要内源性防御机制。
本研究表明，斑马鱼胚胎暴露于 CdCl2 96 h 后，

胚胎的死亡率、畸形率均明显升高，CdCl2处理可致
胚胎凋亡细胞明显增多，幼鱼体型短小。幼鱼头部
和尾部可见大量细胞凋亡，表明 CdCl2处理可能对
中枢神经系统发育有一定影响。Krumschnabel等［34］
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图 8 氯化镉对斑马鱼胚胎氧化胁迫状态的影响
Fig． 8 Effect of CdCl2 on oxidative stress

status of zebrafish embryos

2010 年研究发现，Cd 可以诱导虹鳟鱼细胞坏死性
凋亡。Risso-de Faverney等［35］2004 年研究表明，Cd
通过线粒体途径诱导虹鳟鱼肝细胞氧化胁迫，进而

导致细胞凋亡。Chen 等［36］研究发现，Cd 诱导 ROS
产生，进而激活雷帕霉素( mTOR) 信号通路，活化胰
岛素生长因子受体( IGFR /PI3K) ，抑制腺苷酶活化
蛋白激酶 ( PTEN /AMPK ) ，导致神经细胞凋亡。

Long等［37］研究发现，ABCC5 /MRP5 是一种有机阴
离子载体，参与机体防御和细胞信号转导。ABCC5
在斑马鱼胚胎发育和解除重金属( Cd、Pb 等) 毒性
中扮演了重要角色。显性失活的 ABCC5 会引起斑
马鱼胚胎发育阻滞，而 Cd、Pb 和 Hg 等重金属暴露
致斑马鱼胚胎 ABCC5 表达上调。本研究中，较
CdCl2的单独处理组，NAC 与 CdCl2共同处理组中斑
马鱼幼鱼体长明显增长，活性氧水平和 MDA 含量
明显降低。这说明，Cd 导致斑马鱼胚胎发育阻滞，
可能与 ROS诱导 ABCC5 表达相关。进一步研究表
明，CdCl2染毒可致斑马鱼胚胎 ROS 水平和脂质过
氧化水平明显升高，降低 GSH /GSSG 比率，证实
CdCl2暴露可致胚胎发生严重的氧化应激损伤。细
胞的正常代谢可产生各种 ROS，过多的 ROS 会导致
这一生理平衡失调，可引起细胞的氧化应激、蛋白质
变性、脂质过氧化产物 MDA 增加以及 DNA 断
裂［38-41］; MDA为体内脂质过氧化产物，GSH 是体内
含巯基的非蛋白化合物，具有保护酶分子和蛋白质

免受内源或外源性氧化损伤，二者是评价细胞内氧

化还原状态的重要指标。CdCl2可造成斑马鱼胚胎
氧化应激，影响胚胎正常发育，甚至造成死亡。应用
抗氧化剂 NAC可明显拮抗 CdCl2的发育毒性，胚胎
孵化率显著升高，畸形率明显降低，胚胎凋亡细胞也

明显减少，幼鱼体型增长; 与氧化胁迫相关的胚胎

ROS和 MDA 明显降低，而 GSH /GSSG 比值明显升
高。以上数据表明，抗氧化剂 NAC 可以有效保护
Cd暴露造成斑马鱼胚胎的发育毒性，进一步表明
CdCl2对斑马鱼胚胎的发育毒性作用与氧化应激相
关。Hsu等［42］近期发现，斑马鱼胚胎暴露于 Cd 中
可致 Cu /Zn 超氧化物歧化酶( Cu /Zn-SOD) 基因表
达下调，进一步影响 DNA错配修复基因的表达。然
而，生物体内氧化还原平衡状态的调控依赖一套复

杂的 ROS生成和清除系统，Cd 暴露是否仅仅作用
于 ROS清除系统，又或者也作用于 ROS 生成系统，
尚待更完善的研究以揭示。

通讯作者简介:王振华( 1973—) ，男，细胞生物学博士，副教
授，主要研究方向为肿瘤药理与分子药理，发表研究论文 40
余篇，其中 SCI收录 10 篇。
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