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第 ３７ 卷　 第 ３ 期

２０１８ 年　 　 ３ 月

环　 境　 化　 学

ＥＮＶＩＲＯＮＭＥＮＴＡＬ ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ
Ｖｏｌ． ３７， Ｎｏ． ３
Ｍａｒｃｈ ２０１８

　 ２０１７ 年 ８ 月 ９ 日收稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ：Ａｕｇｕｓｔ ９， ２０１７） ．

　 ∗国家自然科学基金（２１５０７０８０， ２１５７７１０４），上海第二工业大学重点学科（ ＸＸＫＺＤ１６０２） 和上海第二工业大学研究生项目基金

（ＥＧＤ１６ＹＪ０４６）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（２１５０７０８０， ２１５７７１０４）， ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｓｕｂｊｅｃｔ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

（ＸＸＫＺＤ１６０２） ａｎｄ ｔｈｅ Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｆｕｎｄ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （ＥＧＤ１６ＹＪ０４６）．

　 ∗∗通讯联系人，Ｔｅｌ：０２１⁃５０２１５０２１⁃８０１０， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈａｏｊｉｎｇ＠ ｓｓｐｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ， Ｔｅｌ：０２１⁃５０２１５０２１⁃８０１０，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈａｏｊｉｎｇ＠ ｓｓｐｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１７０８０９０５
张晴， 张斌， 赵静，等．环境相关浓度铅暴露诱导斑马鱼仔鱼神经行为毒性［Ｊ］ ．环境化学，２０１８，３７（３）：４４５⁃４５２．
ＺＨＡＮＧ Ｑｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｂｉｎ， ＺＨＡＯ Ｊｉｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｌｅａｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｒｅｌｅｖａｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１８，３７（３）：４４５⁃４５２．

环境相关浓度铅暴露诱导斑马鱼仔鱼神经行为毒性∗

张　 晴１　 张　 斌２　 赵　 静１∗∗　 白建峰１　 尹大强２

（１． 上海第二工业大学电子废弃物研究中心，上海电子废弃物资源化协同创新中心， 上海， ２０１２０９；
２． 同济大学环境科学与工程学院，长江水环境教育部重点实验室， 上海， ２０００９２）

摘　 要　 铅是公认的神经毒物，它的神经毒性是全世界备受关注的重要公共健康问题，特别是发育早期阶段

铅暴露与神经行为变化之间的关联．斑马鱼被认为是研究发育早期阶段低浓度铅暴露诱导神经行为毒性的优

良模式生物．因此，本研究以斑马鱼胚胎 ／仔鱼为研究对象，利用 Ｚｅｂｒａｂｏｘ 建立的行为学效应测试方法，包括运

动行为、转动行为和社交行为，系统评价发育早期阶段环境相关浓度（以电子废弃物拆解场地为例）铅暴露的

神经行为毒性效应．发育正常的斑马鱼胚胎暴露在浓度为 ０、５、１０、２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露液中直至 ６ ｄｐｆ．铅暴露对

斑马鱼胚胎 ／仔鱼具有发育毒性作用，包括孵化率和存活率下降，卵黄囊肿、心包囊肿和脊柱弯曲等畸形现象．
在光照条件下，铅暴露对斑马鱼仔鱼的运行行为和转向行为并未产生显著影响；但是在黑暗条件下，
２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露后斑马鱼仔鱼运动距离和总转向次数均显著下降，但是其行进路径角度和偏转偏好却无变

化．与运动行为和转向行为不同，在黑暗条件下，铅暴露对斑马鱼仔鱼的社交行为并未产生显著影响；但在光

照条件下 ２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露却显著改变了仔鱼的社交次数．本研究结果表明，行为学指标不仅具备足够的灵敏

度可用于指示电子废弃物拆解场地铅污染的潜在风险，还能更好地服务于人类健康早期预警的需求．
关键词　 环境相关浓度， 铅， 运动行为， 转向行为， 社交行为， 斑马鱼．

Ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｌｅａｄ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ＺＨＡＮＧ Ｑｉｎｇ１ 　 　 ＺＨＡＮＧ Ｂｉｎ２ 　 　 ＺＨＡＯ Ｊｉｎｇ１∗∗ 　 　 ＢＡＩ Ｊｉａｎｆｅｎｇ１ 　 　 ＹＩＮ Ｄａｑｉａｎｇ２

（１． ＷＥＥＥ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｒｅ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｒｅ ｆｏｒ ＷＥＥＥ Ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ， ２０１２０９， Ｃｈｉｎａ；　 ２． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｒｉｖｅｒ Ｗａｔｅｒ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ，

Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， Ｔｏｎｇｊｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ， ２０００９２， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｌｅａｄ （ Ｐｂ） ｉｓ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ａｓ ａ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｏｘｉｃａｎｔ． Ｕｐ ｔｏ ｄａｔｅ， Ｐｂ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ
ｃｏｎｔｉｎｕｅｓ ｔｏ ｂｅ ａ ｍａｊｏｒ ｐｕｂｌｉｃ ｈｅａｌｔｈ ｐｒｏｂｌｅｍ ａｒｏｕｎｄ ｔｈｅ ｗｏｒｌｄ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｅ ｌｉｎｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｒｌｙ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｐｂ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ． Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｉｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ａ ｕｓｅｆｕｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｒｌｙ⁃ｌｉｆｅ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ Ｐｂ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｖｅｒｓｅ
ｏｕｔｃｏｍｅｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ／ ｌａｒｖａｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｒｏｔａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｏｃｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈ Ｚｅｂｒａｂｏｘ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｅａｒｌｙ⁃ｌｉｆｅ
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４４６　　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３７ 卷

ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ Ｐｂ ｅｘｐｏｓｕｒｅ （ ｒｅｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｅ⁃ｗａｓｔｅ ｄｉｓｐｏｓａｌ ｓｉｔｅｓ） ． Ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｅｒｅ
ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ Ｐｂ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ０， ５， １０， ２０ μｇ·Ｌ－１ ｕｎｔｉｌ ６ ｄｐｆ． Ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ／ ｌａｒｖａｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｐｂ ｅｘｐｏｓｕｒｅ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ
ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ｈａｔｃｈｉｎｇ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｙｏｌｋ⁃ｅｄｅｍａ， ｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌ ｅｄｅｍａ
ａｎｄ ａｘｉａｌ ｓｐｉｎａｌ ｃｕｒｖａｔｕｒｅ． Ｐｂ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｒｏｔａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｉｎ ｔｈｅ ｄａｒｋ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｍｅ ｔｏ ２０ μｇ·Ｌ－１ Ｐｂ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｔｈ ａｎｇｌｅ ａｎｄ ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄｉｄ ｎｏｔ
ｃｈａｎｇｅ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｒｏｔａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｉｎ ｔｈｅ ｄａｒｋ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， Ｐｂ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｅ ｃｏｎｔａｃｔ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌａｒｖａｅ ｗｅｒｅ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｗｉｔｈ ２０ μｇ·Ｌ－１ Ｐｂ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ． Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ａｒｅ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｅｎｏｕｇｈ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ
ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｉｓｋ ｏｆ Ｐｂ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ａｔ ｅ⁃ｗａｓｔｅ ｄｉｓｐｏｓａｌ ｓｉｔｅｓ， ｂｕｔ ｃａｎ ａｌｓｏ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｎｏｖｅｌ
ｅａｒｌｙ ｗａｒｎｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ｈｅａｌｔｈ ｒｉｓｋ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ， ｌｅａｄ， ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｒｏｔａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ，
ｓｏｃｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｚｅｂｒａｆｉｓｈ．

随着科技水平的快速发展和电子电器产业市场的迅速膨胀，每年有大量的电子废弃物（ｗａｓｔｅ
ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ， ＷＥＥＥ ｏｒ ｅ⁃ｗａｓｔｅ）产生并丢弃．目前中国的电子废弃物产生量已跃居

世界首位．２０１５ 年，中国国内产生的电子废弃物约 ８００ 万吨［１］；预计在 ２０２０ 年和 ２０３０ 年，中国将分别产
生 １５５０ 和 ２８４０ 万吨的 ＷＥＥＥ［２］ ．电子废弃物成分复杂，具有资源性和环境污染性的双重属性．铅是电子
废弃物拆解场地一类主要的重金属污染物．大量研究表明铅在电子废弃物拆解处理场地周边的环境介

质和生物体中广泛存在，对环境和人体健康造成严重威胁［３⁃５］ ．浙江省台州市废弃的电子废弃物回收处
理场地附近土壤中铅的浓度为 ６０８２．９ ｍｇ·ｋｇ－１，风险评价结果表明铅残留对生态系统以及成人和儿童
的健康具有极高风险［４］ ．Ｗｕ 等的研究表明铅等重金属污染可以扩散，如从电子废弃物拆解场地土壤转
移到池塘水体，通过灌溉再到稻田土壤，最终造成潜在的生态危害［５］ ．此外，电子废弃物拆解场地周边儿

童的血铅浓度升高问题也引起研究者关注．典型电子废弃物拆解场地广州贵屿儿童的血铅浓度

（４．４０—３２．６７ μｇ·ｄＬ－１，均值 １５． ３ μｇ·ｄＬ－１ ） 显著高于周边陈店地区 （ ４． ０９—２３． １０ μｇ·ｄＬ－１，均值
９．９４ μｇ·ｄＬ－１） ［６］ ．研究认为儿童血铅浓度与电子废弃物拆解回收活动紧密相关，包括父亲是否从事电子
废弃物相关工作、儿童在贵屿的居住时间和儿童每天在室外特别是公路附近的时间比例等［７］ ．

铅是公认的神经毒物，它的神经毒性是全世界备受关注的重要公共健康问题．近年来随着毒理学的

发展，行为学指标被认为是研究环境污染物诱导神经毒性表观效应的有效工具［８⁃１０］ ．目前实验室和人类

流行病学的研究均表明铅暴露能够导致实验动物和人体出现神经行为损伤．铅暴露诱导雄性啮齿类的

运动行为和探索行为均显著降低，同时焦虑、空间记忆和学习能力损伤均显著增强［１１⁃１２］ ．此外，慢性职业
暴露和居住环境暴露均能诱导成人和儿童出现行为损伤，包括精细运动变化和精神运动损伤［１３］ ．但是
鉴于发育中的大脑对神经毒物更为敏感，因此与成年人相比，儿童对铅暴露更为敏感 （低至 ３—
５ μｇ·ｄＬ－１）；再加上儿童的暴露途径更加广泛，健康风险也更高（如认知障碍和智力损伤），造成的神经
行为损伤能一直持续至成年期并可能诱导神经退行性疾病，如阿兹海默氏症和帕金森氏病［１４］ ．

斑马鱼被认为是研究发育早期阶段低浓度铅暴露诱导神经行为毒性的优良模式生物［１５⁃１６］ ．因此，本
研究以斑马鱼胚胎 ／仔鱼为研究对象，利用 Ｚｅｂｒａｂｏｘ 建立的行为学效应测试方法，包括运动行为、转动行

为和社交行为，系统评价发育早期阶段环境相关浓度（以电子废弃物拆解场地为例）铅暴露的神经行为

毒性效应．研究结果表明行为学指标不仅具备足够的灵敏度可用于指示电子废弃物拆解场地铅污染的

潜在风险，还能更好地服务于人类健康早期预警的需求．

１　 材料与方法 （Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 仪器与试剂

　 　 主要仪器：Ｚｅｂｒａｂｏｘ 行为测试系统（ＶｉｅｗＰｏｉｎｔ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，法国），ＳＺＸ⁃１６ 型体视显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，
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日本），ＭＧＣ⁃１００Ｐ 型恒温光照培养箱（一恒，中国），其它仪器均为实验室常规仪器．
主要试剂：三水合醋酸铅 ＰｂＡＣ２·３Ｈ２Ｏ（纯度＞９９．５％）购自国药集团（中国），其余试剂也均为国产

分析纯．
１．２　 斑马鱼胚胎暴露

成年野生型 Ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ 斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）来自同济大学长江水环境教育部重点实验室，按照本课

题组先前研究描述的方法进行养殖［１７］ ．饲养用水为循环系统水，氧饱和度＞ ８０％．鱼房恒温 ２８．５ ℃，驯养

光周期为 １４ ｈ ∶１０ ｈ（昼∶夜）．每天喂食丰年虾（购自天津丰年水产养殖有限公司）３ 次．选取健康性成熟

的斑马鱼，在饲养系统关灯之前按雌雄 １∶２ 的比例放入自制的鱼卵收集器内，第 ２ 天开灯 １ ｈ 后收集斑

马鱼胚胎，立即用灭菌水冲洗，在体视镜下挑选出发育正常且已到囊胚期的胚胎作为实验用卵．
铅暴露液的配置是将 ＰｂＡＣ２·３Ｈ２Ｏ 以 １０％ Ｈａｎｋ′ｓ 液［１８］（０．１３７ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ， ５．４ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＫＣｌ，

０．２５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｎａ２ＨＰＯ４，０．４４ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＫＨ２Ｐ０４，１．３ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＣａＣｌ２， １．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＭｇＳＯ４，４．２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＨＣＯ３）逐级稀释而成．在本研究中铅暴露浓度为环境相关浓度［５］，设置为 ０、５、１０、２０ μｇ·Ｌ－１ ．每组

６０ 枚胚胎在直径 ９ ｃｍ 的玻璃培养皿中进行暴露，暴露液每天更换一半．每组设置 ３ 个平行．
染毒后将培养皿置于培养箱中培养，培养箱的温度及光照条件与鱼房一致．每 ２４ ｈ 在体视镜下观察

胚胎孵化、死亡和畸形情况（如心包囊肿、体轴弯曲等）．暴露至 ６ ｄｐｆ，随机挑选发育正常的斑马鱼仔鱼

进行行为学实验．
１．３　 斑马鱼仔鱼行为学实验

本研究涉及的行为学效应包括运动行为、转动行为和社交行为．斑马鱼行为学效应终点均通过

Ｚｅｂｒａｂｏｘ 行为测试系统进行检测，采用 Ｚｅｂｒａｌａｂ 软件记录和量化．测试时长为 ３０ ｍｉｎ．测试前 １０ ｍｉｎ 为光照

适应阶段，随后进入测试，分别为 １０ ｍｉｎ 黑暗、１０ ｍｉｎ 光照和 １０ ｍｉｎ 黑暗．行为学数据的记录间隔 ６０ ｓ．
１．３．１　 运动行为

斑马鱼仔鱼运动行为实验方法参照先前的研究［１７］ ．测试终点为仔鱼运动轨迹和运动总量．测试在

９６ 孔板中进行．暴露至 ６ ｄｐｆ，从各组随机挑选发育正常的 ２４ 条仔鱼（ｎ ＝ ２４），４ 组共 ９６ 条仔鱼，转移到

９６ 孔板中，每孔各放 １ 条仔鱼和 ２５０ μＬ 暴露液．
１．３．２　 转动行为

斑马鱼仔鱼转动行为实验方法参照先前的研究［１９］ ．测试终点为仔鱼在游动时各设定路径角度范围

内的次数和总转圈次数．测试在 ２４ 孔板中进行．暴露至 ６ ｄｐｆ，从各组随机挑选发育正常的 ６ 条仔鱼（ｎ ＝
６），４ 组共 ２４ 条仔鱼，转移到 ２４ 孔板中，每孔各放 １ 条仔鱼和 ２ ｍＬ 暴露液．
１．３．３　 社交行为

斑马鱼仔鱼社交行为实验方法参照先前的研究［２０］ ．测试终点为仔鱼两两接触的时间及接触次数．当
两条鱼之间的距离小于 ５ ｍｍ 时，则认为两条鱼出现社交行为．测试在 ６ 孔板中进行．暴露至 ６ ｄｐｆ，从各

组随机挑选发育正常的 １２ 条仔鱼（ｎ＝ ６）共 ４ 组，转移到 ６ 孔板中，每孔各放 ２ 条仔鱼和 ５ ｍＬ 暴露液．
１．４　 数据统计分析

以每分钟的运动距离（ｃｍ）和每 １０ ｍｉｎ 的运动总距离（ ｃｍ）２ 项指标来表征斑马鱼仔鱼的运动行

为；以斑马鱼仔鱼每 １０ ｍｉｎ 在不同角度范围内的转动次数（次）和总转动次数（次）来表征转动行为；以
斑马鱼仔鱼每 １０ ｍｉｎ 的接触次数（次）和接触时间（ｓ）来表征社交行为．实验结果以平均值（ｍｅａｎ） ± 标

准误差（Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｅｒｒｏｒ ｏｆ Ｍｅａｎ， ＳＥＭ）来表示．
数据的统计分析和作图采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ、Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ 和 Ｏｒｉｇｉｎ ８．５ 等软件，统计方法采用双

因素方差分析（ｔｗｏ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）检验不同处理组与对照组之间的差异．若 Ｐ＜０．０５，则认为具有显著性

差异．

２　 结果与讨论 （Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 胚胎发育毒性

　 　 铅暴露对斑马鱼胚胎 ／仔鱼的孵化率和存活率的影响如表 １ 所示，７２ ｈｐｆ 暴露组胚胎孵化率为
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６４．５８％—７７．０８％显著低于对照组的 ９０．８３％（Ｐ＜０．０５），说明与对照组相比铅暴露组存在孵化延迟现象；
并且该现象一直延续至 ９６ ｈｐｆ．同样地，９６ ｈｐｆ 铅暴露组斑马鱼仔鱼存活率为 ７５．４２％—７９．５８％显著低于

对照组的 ９２．０８％（Ｐ＜０．０５）．此外，２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露诱导斑马鱼仔鱼出现卵黄囊肿、心包囊肿和脊柱弯曲

等畸形现象（图 １）．综上所述，铅暴露对斑马鱼胚胎 ／仔鱼具有发育毒性作用．这与先前的研究结果相

类似［２１］ ．

表 １　 铅暴露后斑马鱼胚胎 ／仔鱼的孵化率和存活率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｈａｔｃｈｉｎｇ ｓｕｃｃｅｓｓ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ／ ｌａｒｖａｅ ａｆｔｅｒ Ｐｂ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

铅浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／
（μｇ·Ｌ－１）

孵化率
Ｈａｔｃｈｉｎｇ ｒａｔｅｓ ／ ％

存活率
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅｓ ／ ％

４８ ｈｐｆ ７２ ｈｐｆ ９６ ｈｐｆ ２４ ｈｐｆ ４８ ｈｐｆ ７２ ｈｐｆ ９６ ｈｐｆ

０ ６７．０８±１．１０ ９０．８３±０．４２ ９２．０８±１．５０ ９４．５８±１．５０ ９２．５０±１．４４ ９２．０８±１．５０ ９２．０８±１．５０

５ ５０．００±５．７７ ７６．２５±３．６１∗ ７８．３３±３．５６∗ ８８．３３±２．３２ ８２．９２±４．６４ ８０．４２±４．６４ ７８．７５±３．８２∗

１０ ４４．５８±６．１４∗ ７７．０８±３．００∗ ７８．７５±３．８２∗ ８４．１７±３．６３∗ ８２．５０±４．３３ ８１．６７±３．９７ ７９．５８±３．００∗

２０ ５２．５０±５．７７ ６４．５８±１．８２∗ ７３．７５±１．９１∗ ８９．１７±１．１０ ８２．０８±２．２０ ７８．７５±２．８９ ７５．４２±２．７３∗

　 　 注：∗与对照组相比 Ｐ＜０．０５． Ｎｏｔｅ： ∗ Ｐ＜０．０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 １　 铅暴露后诱导 ７２ ｈｐｆ 斑马鱼仔鱼出现卵黄囊肿、心包囊肿和脊柱弯曲等畸形现象

（ａ） ｃｏｎｔｒｏｌ；（ｂ）５ μｇ·Ｌ－１； （ｃ） １０ μｇ·Ｌ－１； （ｄ） ２０ μｇ·Ｌ－１

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ （ｅ．ｇ．， ｙｏｌｋ⁃ｅｄｅｍａ， ｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌ ｅｄｅｍａ ａｎｄ ａｘｉａｌ ｓｐｉｎａｌ ｃｕｒｖａｔｕｒｅ）
ｉｎ ７２ ｈｐｆ ｌａｒｖａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ａｆｔｅｒ Ｐｂ ｅｘｐｏｓｕｒｅ

２．２　 神经行为毒性

２．２．１　 运动行为

铅暴露对斑马鱼仔鱼运动行为的影响如图 ２ 所示．在光照条件下，铅暴露均未显著改变仔鱼的运动

行为．在黑暗条件下，５ μｇ·Ｌ－１ 和 １０ μｇ·Ｌ－１ 铅暴露同样未改变仔鱼的运动行为；而与对照组相比，
２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露却能诱导仔鱼出现显著的活动减退（Ｈｙｐｏａｃｔｉｖｉｔｙ）现象（Ｐ＜０．０５），特别是在 ２０—３０ ｍｉｎ
的黑暗周期．与本文的研究结果相类似，张小晶等发现黑暗条件下 ２．５ μｍｏｌ·Ｌ－１铅暴露组斑马鱼仔鱼平

均活力较对照组显著降低［２２］ ．但是，Ｚｈｕ 等的研究结果却表明 ２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露组斑马鱼仔鱼的运动速

度在黑暗和光照条件下均显著下降［２３］ ．
目前一些研究表明铅暴露能够诱导斑马鱼仔鱼神经行为变化，可能的机制包括中枢神经系统基因

表达的改变、运动神经元的损伤以及氧化损伤的增加等［２２⁃２５］ ．有趣的是，本研究和其它一些研究发现铅

暴露诱导的运动行为变化仅发生在黑暗条件或是光照条件下．其它环境污染物也有类似的研究结果．
ＢＤＥ ４７ 暴露能够显著影响斑马鱼仔鱼在黑暗条件下的运动行为，诱导其出现显著活动减退现象；而在

光照条件下则无任何影响［１７，２６］ ．ＤＥ⁃７１ 暴露能诱导斑马鱼仔鱼在黑暗状态下，低浓度活动过度而高浓度

活动减退；在光照状态下，活动减退与浓度呈正相关［２７］ ．因此，研究者认为感官系统特别是视觉系统损

伤也是神经行为毒性的可能机制之一［２８⁃３１］ ．鉴于相似的研究结果，推测重金属铅暴露诱导仔鱼运动行为

的改变可能也与视觉系统的损伤相关联．但是这需要进一步的研究来论证．总的来说，在光照条件下，铅
暴露对斑马鱼仔鱼的运行行为并未产生显著影响；但是在黑暗条件下，高浓度铅暴露诱导仔鱼出现显著

的活动减退现象（Ｐ＜０．０５）．
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图 ２　 铅暴露后 ６ ｄｐｆ 斑马鱼仔鱼的运动行为变化

（ａ）每隔 １ ｍｉｎ 记录的仔鱼的运动轨迹；（ｂ）每 １０ ｍｉｎ 光照和黑暗交替条件下仔鱼的总运动距离

底部黑色和白色杠分别表示黑暗和光照条件；∗与对照组相比 Ｐ＜０．０５

Ｆｉｇ．２　 ６ ｄｐｆ ｌａｒｖａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｃｈａｎｇｅ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ Ｐｂ
（ａ） Ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｃｏｕｒｓｅ ｂｙ ｄｏｓｅ ｉｎ １ ｍｉｎ ｉｎｔｅｒｖａｌｓ； （ｂ） Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｅａｃｈ １０ ｍｉｎ ｌｉｇｈｔ ／ ｄａｒｋ ｐｅｒｉｏｄ；

Ｓｏｌｉｄ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｂａｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄａｒｋ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｐｅｒｉｏｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ∗ Ｐ＜０．０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ

２．２．２　 转动行为

一般情况下，斑马鱼仔鱼游动时尾部的摆动频率比较低，行进路径角度变化的幅度也不大［３２⁃３３］；但
当仔鱼遇到外源性刺激等异常情况时才会出现大幅度的转向行为［３４］ ．鉴于此，斑马鱼行进角度在

－１０°—１０°之间被定义为直线运动 ／无转向，±１０°—±９０°为一般型转向，±９０°—±１８０°为刺激型转向．
铅暴露对斑马鱼仔鱼行进角度的影响如图 ３ 所示．从整体上看，在测试周期内斑马鱼仔鱼行进角度

的分布高度相似，均极少发生转角大于± ９０°的变向；且每组仔鱼在行进过程中更倾向于向右偏转（＋），
而不是向左偏转（－），这与先前关于斑马鱼转向行为的研究结果相一致，即斑马鱼偏好顺时针转向与发

育早期分子结构的顺时针转向相关［３５］ ．本课题组先前关于环境污染物包括饮用水污染物和 ＢＤＥ４７ 的行

为学效应也出现了相同的研究结果［１９⁃２０］ ．可见与运动行为指标不同，环境污染物似乎并不能改变斑马鱼

的行径路径角度和偏转偏好，这说明环境污染物可能并未能改变发育早期分子结构．
虽然铅暴露并未改变斑马鱼仔鱼的行进路径角度和偏转偏好，但是却显著改变了仔鱼的转向次数．

从整体上看，在黑暗时期内仔鱼的转向次数明显多于光照时期．在光照条件下，铅暴露并未改变仔鱼的

转向次数；但是在黑暗条件下，１０ μｇ·Ｌ－１和 ２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露诱导仔鱼出现显著的转向次数减少现象

（Ｐ＜０．０５），特别是在 ２０—３０ ｍｉｎ 黑暗周期．
２．２．３　 社交行为

铅暴露对斑马鱼仔鱼社交行为的影响如图 ４ 所示．从整体上看，在测试周期内斑马鱼仔鱼的接触时

间和接触次数的变化规律相类似：在黑暗条件下，铅暴露均未改变仔鱼的社交行为；但是在光照条件下

高浓度铅暴露可以显著改变仔鱼的社交行为，特别是社交次数（Ｐ＜０．０５）．
就接触次数而言，在黑暗时期内仔鱼之间的接触次数明显多于光照时期．在光照时期，２０ μｇ·Ｌ－１铅

暴露组仔鱼的接触次数显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），且总的接触次数最多（图 ４ａ）．在黑暗周期内，不同暴

露组和对照组的仔鱼接触时间比较稳定，并未发生明显变化；但在光照时期，与对照组相比 １０ μｇ·Ｌ－１和

２０ μｇ·Ｌ－１暴露组的仔鱼接触时间变长（图 ４ｂ）．研究发现通常情况下一个孔内的两条仔鱼偏好远离对

方［３６］，但是污染物（如 ＢＤＥ ４７）暴露可能会干扰这种偏好，导致仔鱼之间的接触次数显著增多，本研究

结果与先前 ＢＤＥ ４７ 的效应相似［２０］ ．
斑马鱼社交行为是一种天生的神经行为能力，是更高级的群聚反应的基础［３７］ ．环境污染物暴露干

扰斑马鱼正常的社交行为，从而可能会影响其种群的繁殖．在本研究中与铅暴露诱导斑马鱼仔鱼的运动

行为和转向行为变化仅发生在黑暗条件下不同，社交行为变化仅发生在光照条件下．这表明铅暴露诱导

社交行为变化的机制可能存在不同．有研究表明如果斑马鱼仔鱼发育早期阶段体内视黄酸信号通路受

到干扰，那么它的行为特别是社交行为就会受到影响并可能会持续至成年期［３８］ ．鉴于目前对于社交行
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为研究甚少，铅暴露诱导斑马鱼社交行为的改变是否也与视黄酸信号通路相关还需要进一步研究．

图 ３　 铅暴露后 ６ ｄｐｆ 斑马鱼仔鱼转动行为变化

（ａ 和 ｃ）黑暗条件下仔鱼在各设定路径角度范围内的次数；（ｂ）光照条件下仔鱼在各设定路径角度范围内的次数；
（ｄ）每 １０ ｍｉｎ 光照和黑暗交替条件下仔鱼的总转向次数；底部黑色和白色杠分别表示黑暗和光照条件；∗与对照组相比 Ｐ＜０．０５

Ｆｉｇ．３　 ６ ｄｐｆ ｌａｒｖａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｒｏｔａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｃｈａｎｇｅ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ Ｐｂ
（ａ ａｎｄ ｃ） Ｔｈｅ ｔｕｒｎｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐａｔｈ ａｎｇｌｅ ｃｌａｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｒｋ ｐｅｒｉｏｄ； （ｂ） Ｔｈｅ ｔｕｒｎｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐａｔｈ ａｎｇｌｅ

ｃｌａｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｐｅｒｉｏｄ； （ｄ） Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ １０ ｍｉｎ ｌｉｇｈｔ ／ ｄａｒｋ ｐｅｒｉｏｄ； Ｓｏｌｉｄ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｂａｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｄａｒｋ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｐｅｒｉｏｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ∗ Ｐ＜０．０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 铅暴露后 ６ ｄｐｆ 斑马鱼仔鱼社交行为变化

（ａ）每 １０ ｍｉｎ 光照和黑暗交替条件下接触次数；（ｂ）每 １０ ｍｉｎ 光照和黑暗交替条件下接触时间；
底部黑色和白色杠分别表示黑暗和光照条件；∗与对照组相比 Ｐ＜０．０５

Ｆｉｇ．４　 ６ ｄｐｆ ｌａｒｖａｌ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｓｏｃｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｃｈａｎｇｅ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ Ｐｂ
（ａ） Ｔｈｅ ｃｏｎｔａｃｔ ｔｉｍｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ １０ ｍｉｎ ｌｉｇｈｔ ／ ｄａｒｋ ｐｅｒｉｏｄ； （ｂ） Ｔｈｅ ｃｏｎｔａｃｔ ｔｉｍｅ ｉｎ ｅａｃｈ １０ ｍｉｎ ｌｉｇｈｔ ／ ｄａｒｋ ｐｅｒｉｏｄ；
Ｓｏｌｉｄ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｂａｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄａｒｋ ａｎｄ ｌｉｇｈｔ ｐｅｒｉｏｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ∗ Ｐ＜０．０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ
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３　 结论 （Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

（１）铅暴露对斑马鱼胚胎 ／仔鱼具有发育毒性作用，包括孵化率和存活率下降，脊柱弯曲、心包囊肿

等畸形现象．
（２）在光照条件下，铅暴露对斑马鱼仔鱼的运行行为并未产生显著影响；但是在黑暗条件下，

２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露诱导仔鱼出现显著的活动减退现象．
（３）在光照条件下，铅暴露并未改变斑马鱼仔鱼的转向行为；在黑暗条件下，虽然铅暴露同样未改

变斑马鱼仔鱼行进路径角度和偏转偏好，但是却显著改变了 １０ μｇ·Ｌ－１和 ２０ μｇ·Ｌ－１铅暴露组仔鱼的总

转向次数．
（４）在黑暗条件下，铅暴露对斑马鱼仔鱼的社交行为并未产生显著影响；但在光照条件下２０ μｇ·Ｌ－１

铅暴露却显著改变了仔鱼的社交行为特别是社交次数．
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