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摘  要  研究了甲苯和二甲基亚砜 ( DM SO )对斑马鱼胚胎生长、发育的毒性效应. 实验结果表明: 低剂量

的甲苯 ( 0105% )单一暴露对斑马鱼胚胎发育有一定毒性, DM SO ( 01 45% )对斑马鱼胚胎无明显毒性; 但甲

苯与 DM SO具有较强的复合毒性效应, 随着 DM SO含量的增加, 与甲苯单一暴露组相比, 斑马鱼胚胎死亡

率显著增加、胚胎孵化率下降、胚胎发育迟缓并生成大量畸形; 但甲苯以及甲苯和 DMSO复合物对人胚肾

HEK-293细胞株和人胃癌 SGC-7901细胞株的活力均没有明显效应. DM SO可通过提高甲苯在水中的分散

性, 增加甲苯的神经毒性, 但对离体实验模型无显著效应, 故在选择不同生物模型评估有机污染物毒性效

应时, 需考虑不同类型助溶剂所产生的复合效应, 以减少实验误差.
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  常用的助溶剂二甲基亚砜 ( DM SO)、丙酮、乙醇等在常用的浓度下, 对环境毒理学常用的模式动

物如鱼类、两栖类等没有明显的毒性效应
[ 1]
. 为评估二 英、多氯联苯、多溴联苯醚中某些高氯代、

高溴代异构体的生物效应, 在常规的 DMSO溶剂中, 会适当添加少量的甲苯、正己烷等极性低的有机

溶剂, 以增加其溶解性
[ 2) 5]

, 但这些已知具有较高毒性的溶剂与其它助溶剂之间是否存在相互作用,

并对实验结果造成偏差, 需要加以评估.

  甲苯作为一种常见的有机溶剂, 其脂溶性高, 挥发性较强, 可通过鳃、体表进入鱼体, 能轻易透

过血脑屏障, 进而抑制乙酰胆碱酯酶活性, 并造成神经系统功能损伤、影响神经系统发育, 具有明显

的神经毒性效应
[ 6, 7]

. 斑马鱼胚胎发育毒性技术是国际认可的评价化学品毒性效应的标准方

法
[ 1, 8) 10 ]

.

  在本研究中, 选取低剂量的甲苯 ( 0105% )和不高于 0145%的 DMSO, 研究助溶剂单一、复合暴露

后, 对斑马鱼胚胎发育的毒性效应; 同时, 为进一步验证斑马鱼胚胎毒性实验结果, 选择人胚肾 293

细胞株和人胃癌 7901细胞株, 研究助溶剂对离体细胞活力的影响, 以综合评价其毒性效应.

1 实验方法

111实验材料
  将性成熟斑马鱼 (Danio rerio, AB系 )雌雄分缸, 饲养于流水养殖系统. 水温保持在 26 ? 2e 左右,

光照 /黑暗周期控制在 12 h /12 h. 暴露实验开始前两天将雌雄以 1B2配对, 自然交配产卵. 取受精 1

hpf( hourpos-t fert ilization)以内受精卵进行暴露实验.

112暴露实验
  挑选正常发育的受精卵, 3 hpf开始染毒进行暴露实验. 实验于直径为 7 cm的玻璃表面皿中进

行, 所用水均取自系统曝气水. 试验浓度为: 0(对照组 )、0105%甲苯、 0145% DMSO、 011% ( DM SO

+甲苯 )、013% ( DMSO+甲苯 )和 015% ( DM SO +甲苯 ) (V /V ) . 其中, 3种助溶剂复合物 ( DM SO +甲

苯 )分别由甲苯与 DMSO按不同体积比 ( 1B1, 1B5, 1B9)混合配制而成, 各助溶剂复合物试验组中甲
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苯的浓度均为 0105% , DM SO浓度分别为 0105%, 0125% , 0145% . 每个试验浓度均设 3个平行组,

每个平行组含 25粒卵. 同样的暴露实验重复两次. 暴露实验每天定时更新一半染毒溶液, 同时挑出

死亡个体. 水温保持在 26 ? 2e 左右, 光照 /黑暗周期控制在 12 h /12 h.

  在特定时间段 (受精后 12 h, 36 h, 60 h, 84 h, 108 h, 132 h, 156 h等 )对染毒斑马鱼胚胎死亡

数、孵化数进行统计. 观察胚胎的形态变化, 如: 发育停滞、心包水肿、卵黄水肿、脊柱卷曲等畸形

状况.

113 细胞毒性实验

  MTT比色法测定细胞活力. 人胚肾 HEK-293细胞株和人胃癌 SGC-7901细胞株分别使用 DMEM

培养基和 RPM I1640培养基进行培养. 用 0125%胰蛋白酶消化处于对数生长期的细胞, 加入新鲜培养

基轻轻吹打制成细胞悬液, 用血细胞记数板计算细胞密度, 用培养基稀释到 1 @ 10
5
个# m l

- 1
, 然后以

每孔 5 @ 10
3
个接种到 96孔板, 每孔含 200Ll培养基. 37e 培养箱中培养 12h, 细胞贴壁后, 吸去培养

基, 分别加入含 0(对照组 )、 0105%甲苯、 0145% DMSO、 011% ( DM SO +甲苯 )、 013% ( DM SO + 甲

苯 )和 015% ( DM SO +甲苯 ) ( V /V )的含 1%胎牛血清的无酚红培养基 180L ,l 分别暴露 24h和 48h. 暴

露结束后每孔加入 5 mg# m l
- 1
MTT溶液 20Ll继续培养 4h. 小心吸尽孔内培养液, 然后每孔加入

150LlDM SO, 轻轻振荡 5 m in, 使结晶物充分溶解, 在酶标仪上于 490 nm波长处测定各孔吸光度值

(A ) . 每个试验组设置 8个平行孔.

  采用 SPSS1010分析全部数据, 实验结果用平均值 ?标准误差表示.

2 结果与讨论

211 甲苯和 DMSO对斑马鱼胚胎发育的影响

  甲苯和 DMSO复合暴露对斑马鱼胚胎的致死效应如图 1A所示. 与对照组相比, 随着暴露时间的

延长, 0145% DMSO单一暴露组对斑马鱼胚胎没有显著致死效应, 0105%甲苯单一暴露组的胚胎死亡
率为 12% ( 156hpf) , 011% ( DM SO +甲苯 )助溶剂复合物对斑马鱼胚胎的死亡率无明显效应; 但 013%
( DM SO+甲苯 )和 015% ( DM SO + 甲苯 )助溶剂复合物可明显提高斑马鱼胚胎的死亡率, 暴露到

156hpf时, 013% ( DM SO+甲苯 )助溶剂复合物可造成 39%的斑马鱼胚胎死亡, 而 015% ( DM SO + 甲

苯 )暴露组斑马鱼胚胎死亡率为 74%, 这表明, 随着助溶剂复合物中 DMSO含量的增加, 斑马鱼胚胎

的死亡率显著上升.

图 1 甲苯和 DMSO复合暴露对斑马鱼胚胎死亡率 ( A )和孵化率 ( B)的影响

Fig11 E ffec ts o f to luene and DMSO com bined exposure on m orta lities( A ) and ha tch ing rate( B) o f zebra fish em bryos

  甲苯和 DMSO各暴露组对斑马鱼胚胎孵化率的影响如图 1B所示. 对照组斑马鱼胚胎 48 hpf时开

始出膜, 胚胎发育到 60 hp f时, 80%的胚胎均已正常孵化出膜, 84 hpf时, 所有对照组胚胎均已孵化

出膜, 胚胎孵化率为 100%. 与对照组相比, DM SO单一暴露组、 011% ( DM SO +甲苯 )助溶剂复合物
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暴露组的斑马鱼胚胎总孵化率均无显著差异, 0105%甲苯暴露组的胚胎孵化率为 92% , 但各暴露组

斑马鱼胚胎在 60hpf和 84hpf时的孵化率均显著低于对照组, 说明 DMSO和甲苯均可阻碍斑马鱼正常

胚胎发育. 另外, 与对照组以及甲苯、DMSO单一暴露组相比, 013% ( DM SO +甲苯 )和 015% ( DM SO

+甲苯 )助溶剂复合物暴露组的胚胎孵化率显著降低, 暴露到 108hp f时, 015% ( DM SO +甲苯 )暴露组

的胚胎孵化率仅为 37% .

  上述结果说明, DM SO和甲苯对斑马鱼胚胎发育存在明显的复合毒性效应, 随着助溶剂复合物中

DMSO比例的增加, DM SO和甲苯复合物可显著降低斑马鱼胚胎孵化率并造成大量斑马鱼胚胎死亡.

  在实验过程中, 我们还发现甲苯以及甲苯和 DMSO复合物可造成斑马鱼胚胎发育迟缓并造成大量

的畸形. 如图 2所示, 与对照组 (图 2A、C )相比, 0105%甲苯、 011% ( DM SO+甲苯 )、 013% ( DM SO

+甲苯 )和 015% ( DM SO +甲苯 )实验组的斑马鱼胚胎均出现不同程度的发育停滞 (图 2B) , 并可观察

到心包、卵黄水肿 (图 2D、E)、尾巴弯曲 (图 2F)等畸形现象. 甲苯、DMSO阻碍斑马鱼胚胎发育并

造成斑马鱼胚胎发育畸形的具体数据如表 1所列. 与 DMSO、甲苯复合物对斑马鱼胚胎孵化率、死亡

率的结果相同, 随着助溶剂复合物中 DMSO比例的增加, DM SO、甲苯复合物可显著阻滞斑马鱼胚胎

的正常发育, 并造成大量的胚胎畸形.

图 2 甲苯和 DM SO复合暴露组斑马鱼胚胎畸形现象

A1正常鱼卵  B1发育停滞  C1正常鱼体  D1心包水肿  E1心包、卵黄水肿  F1尾巴弯曲

Fig12 M orpho log ica l development o f norm a l and m a lfo rm ed embryo s in to luene and DM SO comb ined exposure groups

表 1 甲苯和 DMSO复合暴露对斑马鱼胚胎发育的影响 ( n = 75) (单位: 个 )

Tab le 1 Comb ined e ffect o f to luene and DMSO exposure on development o f zebra fish em bryos ( n = 75)

发育畸形 0145% DMSO 0105%甲苯 011% ( DM SO+甲苯 ) 013% ( DMSO +甲苯 ) 015% (DMSO +甲苯 )

发育停滞 0 8 0 23 27

心包水肿 0 8 0 21 12

卵黄水肿 0 1 0 11 1

尾巴弯曲 0 5 0 16 26

  注: 1个斑马鱼胚胎可同时具有几种畸形现象.

  甲苯以及甲苯和 DMSO复合物对斑马鱼胚胎发育的毒性结果表明, 低剂量的甲苯 ( 0105% )单一

暴露对斑马鱼胚胎具有较小毒性, 但甲苯与 DMSO混合物对斑马鱼胚胎具有很强的复合毒性效应. 甲

苯的神经毒性效应主要表现为抑制生物体内乙酰胆碱酯酶活性, 并干扰神经系统的正常发育, 但其急

性毒性较低, 大鼠经口 LD50为 5500 mg# kg
- 1
, LC50为 17020 mg# m

- 3
, 小鼠经口 LD50为 8000

mg# kg
- 1
, LC50为 25900 mg# m

- 3[ 11]
, 而 DMSO在低于 015%的浓度下基本没有毒性效应, 被认为是

适用于生物分析的有机溶剂
[ 12]

. 实验结果也表明, 低剂量的甲苯 ( 0105% )可降低斑马鱼胚胎的孵化

率, 并可造成胚胎发育畸形, 这与甲苯可干扰斑马鱼胚胎神经系统发育相关. 由于甲苯在水中的分散

性差, 静置一段时间后, 在液面表层聚集形成一些小的油滴, 而未出膜和刚出膜的斑马鱼胚胎不能在

水中自由游泳, 故甲苯进入斑马鱼胚胎体内的途径主要是吸附在斑马鱼胚胎卵壳上, 并进一步渗透进

入斑马鱼体内, 结果造成部分斑马鱼胚胎发育迟缓并出现严重的畸形. DM SO作为一种水溶性的化合
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物, 同时能溶解甲苯, 显著提高甲苯在水中的分散性. 甲苯和 DMSO复合暴露实验中, 当 DMSO和甲

苯的比例为 1B1时, 助溶剂混合物对斑马鱼胚胎的死亡率、孵化率均无明显作用, 也未观察到斑马鱼

胚胎发育畸形, 在表面皿表层无甲苯油滴的形成. 但与之相对应的是, 进一步增加 DMSO和甲苯复合

暴露中 DMSO的比例 ( 5B1和 9B1), 斑马鱼胚胎的孵化率下降, 出膜时间延迟, 发育停滞, 并出现多

种严重的畸形, 胚胎的死亡率显著升高. 可能的原因是: 尽管甲苯对鱼类的毒性较大, 但在单一暴露

条件下, 由于甲苯在水中的分散性很差, 低浓度的甲苯较少进入胚胎或幼鱼体内, 相应产生的毒性较

低, 但随着溶液中 DMSO含量的升高, 甲苯在水溶液中的分散性增加, 进而促进了斑马鱼胚胎及幼鱼

通过卵壳、体表、鳃等对甲苯的吸收, 最终产生非常明显的毒性效应.

212 甲苯和 DMSO对体外培养细胞活力的影响

  甲苯和 DMSO对人胚肾 HEK-293细胞和人胃癌 SGC-7901细胞的活力影响如图 3所示. 与斑马鱼

胚胎发育毒性实验结果不同的是, 甲苯和 DMSO单一、复合暴露 24h和 48h后, 对人胚肾 HEK-293

细胞和人胃癌 SGC-7901细胞的活力均未造成显著影响, 这说明甲苯以及甲苯、DMSO复合物对体外

培养的细胞株没有明显的毒性效应.

  甲苯作为一种脂溶性的毒物, 主要作用位点是神经系统, 对神经细胞如海马细胞等具有一定的毒

性效应, 但对其它种类的细胞株影响较小
[ 10]

. 实验结果表明, DM SO和甲苯复合暴露可显著抑制斑

马鱼胚胎发育, 但甲苯、DMSO单一、复合暴露对人胚肾 HEK-293细胞以及人胃癌 SGC-7901细胞的

细胞活力均无明显效应, 这也从侧面反映了甲苯主要通过干扰神经系统发育而造成斑马鱼胚胎发育异

常及死亡.

图 3 甲苯和 DM SO对 HEK-293 ( A ) 和 SGC-7901 ( B) 细胞活力的影响

S1: 0105%甲苯, S2: 0145% DMSO, S3: 011% ( DM SO+甲苯 ) , S4: 013% (DMSO +甲苯 ), S5: 015% ( DMSO+甲苯 )

Fig13 E ffec ts o f to luene and DMSO com bined exposure on ce ll activa tion o fHEK293 ( A ) and SGC7901 ( B)

3 结论

  实验结果证实 DMSO可通过增加甲苯在水中的分散性, 显著提高低浓度甲苯 ( 0105% )对斑马鱼

胚胎的毒性效应, DM SO和甲苯存在明显的复合毒性效应. 利用离体实验模型评估 DMSO和甲苯的毒

性效应时, 因助溶剂本身的靶分子、致毒机制不同, 对人胚肾 HEK-293细胞和人胃癌 SGC-7901细胞

两种细胞株的毒性较低, 并不影响最终的实验结果及分析. 故在选择不同生物模型评估有机污染物毒

性效应时, 需考虑不同类型助溶剂所产生的复合效应.
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ABSTRACT

  The present study exam ines the effects o f coso lvent to luene and d imethy l su lphox ide ( DM SO ) on

zebrafish embryos1 The resu lts showed that sing le exposure w ith low-dose toluene ( 0105% V /V ) had low

tox icity to the zebraf ish embryon ic developmen,t wh ileDM SO ( 0145% V /V ) by itself produced no observable

effect1 But the two solvents together show ed strong synergistic tox ic ity1 Compared to the to luene sing le-expo-

sure con tro l group, w ith the increase o fDMSO concentration, the embryos show ed sign ificant reduction in sur-

vival and hatch ing rate, retarded embryon ic development and pronounced abnorm alit ies1 On the contrary, no

such effectw as recorded w ith human embryon ic k idney (HEK-293) ce ll line and hum an gastric cancer ( SGC-

7901) cell line1 The resu lts suggested that DM SO could enhance the neurotox ic ity o f to luene by increasing the

dispersion in w ater, but there is no remarkable effect on the in vitro model1 Based on the study, w hen using of

different b io log ica lmodels to assay the tox ic ity of o rgan ic compounds, the comb ined effects of coso lvents shou ld

be considered tom in im ize experimental error1
  Keywords: toluene, DM SO, zebrafish, tox icity.   

  


