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摘要: 采用斑马鱼胚胎毒性测试方法, 研究了 PFOAPPFOS 对斑马鱼的急性毒性和生命早期阶段生长发育的影响. 结果表明,

PFOSPPFOA对斑马鱼有明显毒性作用, LC50 ( 48 h)分别为1 005 mgPL和 107 mgPL, LC50 ( 96 h)分别为 499 mgPL和 71 mgPL. PFOSP

PFOA 抑制斑马鱼胚胎发育,可导致胚胎发育畸形,甚至死亡, 高浓度( > 240 mgPL) PFOS 损伤细胞膜, 导致胚胎分裂中的细胞发

生自溶而卵凝结死亡,抑制胚胎原肠胚的形成 .在各种亚致死效应中, 脊柱畸形对 PFOS 暴露最敏感,其 EC50= 9114 mgPL, PFOA

暴露最敏感亚致死性毒理学终点为 96 h 孵化,对应 EC50= 32810 mgPL . PFOAPPFOS 导致胚胎发育延迟, 具有发育毒性.
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Abstract: Acute toxicity of PFOSPPFOA to zebrafish( Danio rerio ) and development effects to zebrafish embryo were examined using a zebrafish

embryo test. PFOSPPFOA showed remarkably tox icity effects on zebrafish. The LC50 ( 48 h) values are 1 005 mgPL for PFOA, 107 mgPL for

PFOS, while the LC50 ( 96 h) values are 499 mgPL for PFOA, 71 mgPL for PFOS. Moreover PFOSPPFOA inhibited embryo development, and

caused embryo abnormality and death. After exposure to high concentration of PFOS( > 240 mgPL) , cells in animal pole of embryos autolyzed

to coagulate, which indicated PFOS caused cell membranes damage. The most sensitive endpoints for PFOS exposure is spinal column

malformation, and the EC50 values is 9114 mgPL . While for PFOA hatching ( 96 h) is the most sensitive, and the EC50 values is 3281 0 mgPL.
Both PFOS and PFOA retarded embryo development which indicates their development toxicity.
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  2004年著名的美国0杜邦特氟龙事件0引起了
人们对全氟化合物( PFCs)的高度重视

[ 1]
. 全氟辛基

磺酸( C8F17 SO3H, PFOS)和全氟辛酸 ( C8F17 COOH,

PFOA) 是引起环境污染的重要的 PFCs
[ 2~ 5]

, 在水

体
[ 6]
、生物体

[ 7]
、人体组织

[ 8]
和食物

[ 9]
中广泛检出,

同时具有难降解性和生物蓄积性,被认为是一类新

型持久性有机污染物
[ 10]

. 近年来部分 PFCs 已经被

逐渐淘汰, 但由于其在水环境中的持久性及生物蓄

积性, PFOS和 PFOA仍将是未来水生态环境污染研

究的热点问题
[ 11~ 13]

.

尽管 PFOS 和 PFOA 污染普遍存在, 关于 PFOS

和PFOA毒性研究数据并不多
[14~ 16]

. 以小型或低等

水生动物
[ 17~ 19]

、鱼类体细胞
[14, 15, 20]

、鱼类
[ 16, 21]

等水生

生物为实验动物的文献以测试 PFOSPPFOA的急性
毒性

[ 17, 18,22]
、基因毒性

[17, 22]
和肝脏毒性

[15, 17, 20]
, 以及

抑制脂肪酸代谢
[ 16]
等,结果表明 PFOSPPFOA对于水

生生物存在一定毒性,但缺少关于发育毒性的研究.

啮齿类动物实验表明 PFOS和 PFOA 导致雄性大鼠

精子减少,发育减缓
[ 23]

,初生小鼠存活率下降,发育

延缓, 具有发育和生殖毒性
[ 11~ 14]

, 此外, PFOS 和

PFOA对肝脏影响显著, 可导致实验动物肝肿大, 体

重显著下降
[ 24,25]

, Hoff 等
[ 15]
报道鱼血清中肝损伤指

示物 ) ) ) 转氨酶活性与肝脏 PFOS 含量正相关
[ 15]

,

PFOA影响脂肪酸代谢酶, 进而损伤肝脏
[26]

. PFOS

使得雌性成鱼卵巢病变
[ 27]

. Oakes 等
[ 16, 28]

报道了呆

头鱼血清中性激素水平受 PFOS和 PFOA暴露改变.

鲤鱼( Gobiocypris rarus )暴露在 PFOA,病理切片显示

肝有损伤,进一步 DNA测试显示与脂肪酸代谢关系

密切的基因受损
[ 21]

. PFOS和 PFOA暴露可使小型水

生无脊椎生物的活动能力降低
[ 17, 22]

.

本研究利用国际标准模式鱼 ) ) ) 斑马鱼( Danio
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rerio) , 开展 PFOA 和 PFOS的水生毒理学研究, 旨在

研究 PFOS和 PFOA对斑马鱼胚胎急性毒性,考察不

同发育阶段模式鱼对毒物的敏感性差异, 初步探讨

其作用机制.以期为进一步开展此类物质低浓度、慢

性水生毒性研究奠定基础, 为制定安全的环境影响

评价浓度并对其进行生态风险评价与管理提供科学

依据.

1  材料与方法

111  试验试剂及仪器
PFOS为 40% 的水溶液, 购买自 Flucka 公司.

PFOA为纯度> 97%的固体, 购买于 Merck公司. 本

试验所用 PFOS和 PFOA 的标准储备液浓度分别为

1 500 mgPL、480 mgPL.
标准稀释水参照文献[ 29]中的方法配制. 本实

验采用专用鱼卵收集器收集鱼卵, 采用 24孔聚丙烯

细胞培养板作为染毒器具, NikonTE2000-U 倒置显微

镜进行观察, NikonD200数码相机拍照.

112  试验方法

11211  斑马鱼饲养及鱼卵采集

斑马鱼是常见的暖水性( 21~ 32 e ) 观赏鱼, 鲤

科, 个体小( 4~ 5 cm) ,孵化后3个月性成熟, 常年产

卵,鱼卵易收集, 而且小规模饲养技术简单. 鱼种属

AB品系斑马鱼,系复旦大学生命科学院卢大儒教授

课题组惠赠.用于本次试验鱼卵采集的成鱼已在本

实验室饲养了 6个月以上. 挑选鱼龄相近成年斑马

鱼(雌雄鱼数比 1B2) 饲养在曝气的水体内, 水温保

持在( 26 ? 1) e , pH 值控制在 7~ 8之间. 每日喂食

2次经过消毒处理的冷冻红线虫.光照P黑暗周期控
制( h) 14B10. 为防止成鱼掠食鱼卵, 用网覆盖收集

器.成鱼在给光照 30 min 内完成交配和产卵. 1 h 内

将鱼卵取出,用重组水迅速清洗以除去残余物,用于

进行毒性实验.

斑马鱼胚胎整个实验过程中的试验用水, 包括

稀释水和清洁用水,均为统一配制、充分氧饱和、温

度保持( 26 ? 1) e 的标准稀释水.

11212  胚胎染毒实验设计

按照 Schulte 等
[ 30]
长期研究方法指导设置胚胎

染毒实验. 在Nikon TE2000-U倒置显微镜观察,挑选

发育正常的受精卵进行实验. 选用 24孔细胞培养板

作为染毒器具, 实验时每孔加入 2 mL 试液,放入 4

枚受精卵.试验设置 5个不同浓度,每个浓度处理放

置16枚卵, 3次重复, 同时另设 16枚卵作为空白对

照.锡箔纸封面以免挥发改变实验浓度.多孔板培养

环境温度为( 26 ? 1) e , 光照P黑暗周期( h) 14B10.每

24 h更换 1次溶液. 在倒置显微镜下观察胚胎发育

120 h内的毒理学终点, 并拍照记录.以上试验进行

3次重复.

113  统计检验
采用统计检验水平为 0105. 采用 Kolmogorov-

Smirnov 检验数据分布形式. 对不同分布形式用

ANOVA和Kruska-l Wallis 检验, Dunnett做后决检验.

所有相关性分析和统计检验采用 SPSS 1010软件完
成.非线性拟合采用 Origin 715软件完成. 图片处理

采用Photoshop完成.

2  结果与讨论

211  实验质量控制措施
实验通过控制对照组胚胎死亡率实现毒性实验

质量控制.本实验中对照组样本总量为 216148 h死

亡率为 111%, 96 h死亡率为 217% ,满足OECD测试

标准要求.

212  PFOS和 PFOA对斑马鱼胚胎的毒性效应

21211  PFOS和PFOA急性毒性

根据预试验的结果, 选取 115、45、100、200、

300、400、800、1 000、1 350、1 500 mgPL PFOA, 及

10、85、100、110、160、200、240 mgPL PFOS 对斑马

鱼胚胎进行染毒试验. PFOA染毒组样本总量为 640

枚, PFOS染毒组样本总量为 448枚.

本研究选择非线性函数来描述剂量-效应曲

线
[ 31]

, 计算半数致死浓度LC50 , 包括 24 h致死率、48

h致死率、96 h致死率等指标
[ 32,33]

.通过拟合函数给

出定量的急性毒性结果,列于表 1.

如表1所示, PFOS 和 PFOA对斑马鱼胚胎的毒

性随浓度增加而增加, 随暴露时间延长而增加. 24 h

PFOA的急性毒性 LC50= 790 mgPL, 远低于 PFOS 相

应的 LC50 值, PFOS 毒性远高于 PFOA. 据文献

[ 7, 34, 35]报道对大鼠急性毒性实验表明, PFOA属

低毒性, PFOS 属于中等毒性化合物; 通过文献

[ 14, 16~ 19, 34~ 37]结果的综合比较, 可得出一致

结果,即无论是哺乳动物、鱼类或是原生动物的试验

体系, PFOS均表现出较 PFOA更强的毒性.

通过比较不同生物试验方法(见图 1, 实验生物

全称与缩写对照见表 2) , 可以看出斑马鱼胚胎对

PFOS毒性较为敏感.在各种水生生物急性毒性试验

方法中, 斑马鱼胚胎检测技术属于敏感性很高的方

法.如PFOS对斑马鱼胚胎的急性毒性LC50 ( 96 h) 值

介于绿藻 S . capricornutum 和绿藻C. vulgaris 之间,
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      表 1  PFOA和 PFOS对斑马鱼胚胎致死性效应半数致死浓度( LC50)

Table 1  Media lethal concentration( LC50) of PFOS and PFOA to zebraf ish embryos

毒理学终点
PFOA PFOS

LC50Pmg#L- 1 95%置信区间 r 2 相伴概率 p LC50Pmg#L
- 1 95%置信区间 r 2 相伴概率 p

24 h致死 790 773, 807 019963 0100 107 106, 108 019939 0100

24 h卵凝结 1 005 962, 1 073 019668 0100 107 106, 109 019723 0102

48 h致死 790 773, 807 019963 0100 107 104, 110 019790 0100

48 h卵凝结 1 005 970, 1 041 019667 0100 106 104, 109 019425 0101

96 h致死 499 457, 538 019930 0100 71 60, 82 019535 0100

120 h致死 200 181, 219 019778 0100 20 17, 23 019860 0100

图 1  PFOS对和 PFOA不同生物的毒性比较

Fig. 1  Toxicity of PFOS and PFOA to different test organism

表 2  实验生物全称与缩写对照表

Table 2  Full name and it s abbreviat ion of test organism

缩写 试验生物全称

CV 绿藻 Chlorella vulgaris

C6 大鼠胶质瘤细胞株 C6

CD-F 雄性克罗恩病大鼠

CD-M 雌性克罗恩病大鼠

DM 水蚤 Daphnia magna

DP 水蚤 Daphnia pulicaria

FM 黑头呆鱼

HC 人结肠癌细胞株HCT116

LG 大型挺水植物 Lemna gibba

Msi 水生植物 Myriophyllum sibiricum

Msp 水生植物 Myriophyllum spicatum

PC 草履虫 KNZ 82

PL-81 大鼠早幼粒细胞白血病细胞株 IPC-81

RM 雄性大鼠

RF 雌性大鼠

R 兔

SC 绿藻 Selenastrum capricornutum

VF V . f ischeri 细菌 NRRLB-11177型

W Wistar大鼠

ZE 斑马鱼胚胎

但是斑马鱼属于更高等生物,其生理活动复杂, 对评

价 PFOS的环境毒性有更高借鉴意义.

  斑马鱼胚胎急性毒性试验方法对 PFOA 毒性敏

感性则不高, LC50 ( 96 h)值与对大鼠急性毒性相当,

远高于多个细胞株试验体系的试验结果.

21212  PFOS和PFOA对斑马鱼胚胎的致死性效应

在本试验设计浓度内 PFOA 及 PFOS 均对斑马

鱼胚胎有致死影响.受精卵产出后 2 h染毒, 胚胎发

育到 4 h 时发生卵凝结. PFOA浓度高于1 000 mgPL
时,胚胎约在 4 h 时开始出现卵凝结. 相同现象,

PFOS的浓度为高于 160 mgPL.
实验中还观察到,高浓度( > 240 mgPL) PFOS染

毒,可直接损伤斑马鱼胚胎动物极的细胞结构, 导致

胚胎分裂中的细胞发生自溶, 随后发生卵凝结 ( 4

h) , 抑制斑马鱼胚胎原肠胚的形成, 结果如图 2( b)

~ 2( d)所示.这可能是由于胚胎处于囊胚期, 细胞高

度分裂, 毒物作用的压力可使胚胎在进入外包期前

就停止发育,并伴随着胚盘细胞损毁和卵凝结
[ 32]

.

21213  PFOS和PFOA对斑马鱼胚胎的亚致死效应

根据 EC50值(表 3) , 按照各个毒理学终点敏感

性从高到低顺序排列, PFOS 为: 脊柱畸形> 96 h孵

化> 48 h水肿> 48 h尾部畸形> 48 h无血液循环.

对于 PFOA, 各个毒理学终点敏感性从高到低次序

为: 96 h孵化> 脊柱畸形> 48 h水肿> 48 h尾部畸

形> 48 h无血液循环.

胚胎在毒物作用下直接致死, 这些致死性反应

掩盖了部分非致死性反应,使得部分亚致死毒理学

终点发生率较低, 无法计算 EC50值.首先, 24 h尾部

未延展或未延展完这个毒理学终点, PFOS组发生率

最高值 515%( 100 mgPL组) . PFOA暴露组1 000 mgPL
组和1 500 mgPL组各出现 1例尾部未延展胚胎. 其

次, PFOA暴露组 48 h无血液循环和48 h尾部畸形 2

个毒理学终点的最高发生率分别为 1617%和 33%.

在 8~ 120 h这段发育时期内, PFOS和 PFOA暴

露均导致斑马鱼胚胎发育延迟. 主要表现为暴露

17296 期 叶露等: PFOSPPFOA对斑马鱼( Danio rerio )胚胎致毒效应研究



       

图 2  胚胎动物极细胞的自溶现象

Fig. 2  Autolyzed cel ls in animal pole of embryos

表 3 2种典型全氟辛基化合物对斑马鱼胚胎亚致死性反应的半数反应浓度( EC50)

Table 3  Media effect concentrat ion of two typical perflourooctane chemicals to zebraf ish embryos

毒理学终点
PFOA PFOS

EC50Pmg#L- 1 95%置信区间 r2 EC50Pmg#L- 1 95%置信区间 r 2

48 h亚致死 151 115, 200 019572 1 001 501, 2 089 019924

120 h亚致死 147 110, 186 019451 813 162, 1 047 019983
48 h无血液循环 159 123, 191 019986 ) )

48 h水肿 149 145, 155 019939 1 409 813, 1 349 018972

48 h尾部畸形 153 63, 282 019810 ) )

96 h孵化 106 13, 617 019869 328 89, 1 122 019597

脊柱畸形   9114 2. 14, 4117 019872 884 195, 2 239 017722

12 h后, 对照组胚胎发育处于 100%外包期, 此时部

分暴露组胚胎外包活动偏缓慢, 仍处于 50%外包

期.暴露试验 24 h时,对照组胚胎处于成形期, 尾部

向体后延伸,脑干、心脏、血液循环已逐渐形成.此时

暴露组部分胚胎尚处于分节期, 肌节未达到 26个,

肌节发育尚未完成,尾部未延展, 无自主运动. 暴露

48 h后,对照组胚胎体表和眼部有黑色素沉积,血色

素形成,长出胸鳍.而发育延迟胚胎主要表现为黑色

素沉积很少或无黑色素沉积(眼睛黑色素明显少于

正常胚胎) ,且尚未完成耳石发育, 尾部完全延展, 但

血液循环未开始或血液循环开始,但血细胞尚未形

成.心脏器官发育成形, 并开始规律跳动, 但平均心

率低于对照组,如图 3所示.

胚胎发育 48 h时, 对照组的心率为( 132 ? 13)

次Pmin, PFOS 和 PFOA 暴露组(即图 3 中染毒对照

组) 的心率分别为 ( 128 ? 12) 次Pmin和 ( 129 ? 21)

次Pmin.但是出现发育延迟症状的胚胎平均 48 h心

率值: PFOA暴露组( 110 ? 16)次Pmin, PFOS 暴露组

( 87 ? 11)次Pmin. 通过分别与空白对照组及暴露组
未延迟胚胎 48 h心率进行统计检验,结果表明差异

的相伴概率均小于 0101. 由此可推测,出现 48 h心

率过低的胚胎是因发育延迟造成, 而非污染物损伤
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图 3  发育延迟和染毒对照斑马鱼胚胎的 48 h心率

Fig. 3 Heart rate ( 48 h) for growth retard and normal

development zebraf ish

胚胎心脏功能而造成.

持续观测发育延迟的胚胎,通过比较 48~ 120 h

期间对照组胚胎心率与发育延迟胚胎心率,如图 4

所示, PFOS暴露组心率值始终低于同时期的对照

组胚胎心率值, 表现出对胚胎发育的抑制作用.暴露

试验到72 h,各处理组仔鱼陆续孵化,仔鱼外形上差

异较小,很难从形态指标上再进行区分.

* * 表示检验水平 p = 0101

图 4 发育延迟斑马鱼胚胎 48~ 120 h心率

Fig. 4  Heart rate of growth retarded embryos at 48-120 h

3  结论

( 1) PFOS和 PFOA对斑马鱼胚胎发育的有害影

响随浓度升高而增强,即存在浓度-效应正相关的影

响. PFOA和PFOS 的LC50 ( 48 h)分别为1 005 mgPL和

107 mgPL, LC50 ( 96 h)分别为 499 mgPL 和 71 mgPL. 不

同生物毒性试验结果一致表明 PFOS 毒性强于

PFOA毒性. 在各种亚致死效应中,脊柱畸形对 PFOS

暴露最敏感,其 EC50= 9114 mgPL, PFOA暴露最敏感

亚致死性毒理学终点为 96 h 孵化,对应 EC50 = 328

mgPL.
( 2) 高浓度( > 240 mgPL) PFOS染毒损伤动物细

胞膜,导致胚胎细胞自溶, 进而凝结死亡, 抑制斑马

鱼胚胎原肠胚的形成. 斑马鱼胚胎急性毒性试验方

法对 PFOS毒性较为敏感, 可以作为一种指示水环

境中PFOS 污染的生物标志物.

( 3) PFOA和 PFOS暴露均导致胚胎发育延迟,

具有发育毒性.
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