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摘 � 要 � 纳米金属及金属氧化物材料在催化、涂料、电子、机械和生物医学领域大量生产和应用 ,因此, 对纳米

金属材料及其氧化物可能给环境以及人体健康带来的潜在影响和风险需要有足够的认识. 本文就近年来纳米

金属及金属氧化物对斑马鱼毒性的研究进展进行综述,为人们进一步认识和更好地应用纳米材料奠定基础.
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随着纳米技术的迅速发展, 具有独特物理化学性质的纳米金属及金属氧化物,如纳米金、纳米银、纳

米铜、纳米镍及纳米氧化物 ( ZnO, T iO2, Fe203, Fe3O4 )等, 在催化、涂料、电子、机械和生物医学领域大量

生产和应用,与此同时其对环境以及人体健康的潜在影响和风险也引起各方面的广泛关注.纳米材料可

通过直接排放、废弃物排放、常规使用等多种途径进入水环境,在水体有机质的作用下具有较好的分散

性和稳定性,进入水环境的纳米颗粒可通过食物链在鱼类等水生生物体内富集并最终进入人体,对人体

健康构成威胁
[ 1�2]

. 因此,研究纳米颗粒对水生生物的毒性效应非常必要.

近年来,斑马鱼的胚胎毒性试验逐步成为生态毒理学研究的一种重要方法, 也是各国标准组织认可

的测定单一化学品毒性的标准方法之一
[ 3 ]

,其优势主要表现为:其基因与人类基因的相似度很高, 这意

味着在其身上做药物试验所得到的结果在多数情况下也适用于人体.因此受到广泛重视.其次,斑马鱼

的胚胎透明,这使得研究者很容易观察到药物对其体内器官的影响,比如原肠期的细胞运动、脑区形成、

心跳及血液循环等胚胎发育事件.此外, 雌性斑马鱼产卵量多,胚胎发育成形快, 因此可以在同一代鱼

身上进行不同的试验, 进而研究病理演化过程并找到病因.而且斑马鱼具有常年产卵, 胎体透明,易于

观察,成本较低, 可重复性好和灵敏度高等优点.因此斑马鱼成为研究纳米材料毒性较好的动物模型, 如

研究碳纳米材料,富勒烯、碳纳米管等的生态毒理效应
[ 4�5]

, 并且成为各国标准化组织制订的标准试验

动物.

本文综述了各种金属纳米颗粒 (纳米金,纳米银, 纳米铜, 纳米镍, 铁镍合金等 )以及纳米金属氧化

物 ( ZnO, T iO2, Fe2O 3, Fe3O4 )对斑马鱼生长的影响.

1� 斑马鱼胚胎发育及毒性测试技术

纳米材料的毒性检测要依赖于实验动物, 只有通过科学的动物实验, 才能认清问题所在,并提出相

应的解决方案.一般来说, 实验动物主要包括大鼠、小鼠、家兔等. 和传统的实验动物相比, 斑马鱼具有

繁殖能力强、胚胎透明、基因与人类基因相似性高等优点,还具有个体小、发育速度快、小规模饲养技术

简单以及毒性测试方法简单易行等优点, 因而广泛应用于胚胎学、发育生物学、毒理学、分子生物学等研

究,具有很高的科研价值和广泛的应用前景.

1. 1� 斑马鱼生活习性温和、人工繁殖简单

将新鲜自来水放置 48 h或经曝气 1 h后的蒸馏水注入斑马鱼产卵箱内,于晚间将雌雄鱼按 1�2的

比例放入产卵箱中.产卵箱内温度控制在 20� � 26� .一般于次日早上开始产卵,大约 3 h产卵完毕. 通

常每条斑马鱼每 5� 7d能够产卵 200� 300只.其生长速度很快,从产卵到完全孵化时间一般只需 72 hpf

( hours post�fert ilization) ,斑马鱼胚胎发育过程如图 1所示.孵化时温度控制在 26� 左右.孵化完成后,鱼

苗会附着在箱壁上 24� 48 h内不动.当鱼苗能自由游动时,用原生动物或特制的小颗粒鱼食喂饲. 3周

后,用新孵化的丰年虫无节幼体喂鱼苗,一个月后转移到容积两百升的水族箱内, 喂以活的或特制的饲
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料, 3个月后,鱼性成熟, 体长达 3. 5 cm左右.

1. 2� 毒性测试方法
实验前 1d,于晚间将鱼卵收集器放入鱼缸内,实验当天早上给光,使雌雄鱼交配和产卵, l h后将鱼

卵用虹吸管小心取出,用 E3培养液清洗鱼卵以除去粪便等杂物,洗净的鱼卵用于暴露实验.实验于六孔

细胞培养板中进行.选用几个浓度梯度进行暴露实验,并以 0 m g� L
- 1
为对照组. 每个浓度梯度设置 3个

重复, 每个重复梯度组中放养 20枚受精卵.实验期间每隔 12 h更换一半染毒液,同时挑选出死亡个体.

水温保持在 ( 26. 0 � 1) � 左右,光照 /黑暗周期控制在 14 h /10 h.为避免水质不均对试验造成误差,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、充分氧气饱和、温度保持

( 26. 0 � 1) � 的重组水, 参考W esterfield
[ 6]
和 OECD推荐的方法

[ 7]
.染毒液用前使用超声波处理 15 m in,

使其最大限度地分散在溶剂中. 在受精后不同时间段 ( 12 hp f、24 hpf、36 hp f、48 hpf、60 hpf、72 hpf、

84 hpf、96 hpf)观察斑马鱼胚胎的发育变化, 并统计各实验组斑马鱼胚胎死亡数、孵化数以及观察各种

发育缺陷情况,包括脊柱弯曲、围心囊水肿、卵黄囊吸收延迟、尾巴弯曲等,如图 2
[ 8]
所示.

图 1� 斑马鱼胚胎发育过程

F ig. 1� The deve lopm ent o f zebra fish em bryos at d ifferent tim e intervals ( hours post�fertilization)

图 2� 斑马鱼胚胎发育畸形现象 [ 8]

( 0: 正常幼鱼; 1� 4:畸形幼鱼,箭头指示畸形缩写如下: BS,脊柱弯曲; JM,下颚畸形; OY, 卵黄不透明;

PE,围心囊水肿; SG,短体长; SH, 小头部; TM,尾巴畸形; YND,卵黄吸收延迟 )

Fig. 2� M orpholog ica l developm ent o f no rm al and m a lform ed zebrafish larvae

( 0: ph enotyp es of norm al larvae; 1� 4: phenotypes of abnorm al larvae; M alformat ion w ere ind icated by arrow s.

Abb reviations: BS, bent sp ine; JM, jaw m alform at ion; OY, opaque yolk; PE, pericard ial edem a; SG, s tunted grow th; SH, sm all head;

TM, ta ilmalform at ion; YND, nond epleted yolk )

2� 金属纳米颗粒对于斑马鱼毒性的研究

2. 1� 纳米金和纳米银颗粒对斑马鱼的毒性效应

纳米金和纳米银是一种新兴的功能材料, 具有很高的比表面积和表面活性,它在电学、光学、磁学、

力学、催化、生物和医药学等诸多方面都有广泛应用,对环境和生物也可能会产生潜在危害.利用斑马鱼
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研究纳米金和纳米银的毒性引起广大研究者的兴趣. Bar�llan等
[ 8]
研究了不同颗粒大小 ( 3, 10, 50, 100

nm )的纳米金和纳米银颗粒的毒性.研究发现,纳米银的毒性和颗粒尺寸有关.暴露 120 h后,尺寸为 3,

10, 50, 100 nm的纳米银引起斑马鱼的半致死率 LC50分别为 93. 31 mm o l� L
- 1

, 125. 66 �m o l�L
- 1

, 126. 96

�m o l�L
- 1
和 137�26 �m o l�L

- 1
.同时,暴露在相同浓度 ( 250 �m o l� L

- 1
)的不同尺寸的纳米银 24 h后致死

率分别为 80%, 64%, 36%和 3%, 120 h后死亡率为 100%.可见随颗粒变小,半致死率降低,毒性增强.

同时发现纳米银可导致多种胚胎畸形,产生毒性是由于纳米银颗粒本身以及溶解在水里的银离子共同

作用的结果.

Y eo等
[ 9]
也研究了纳米银对斑马鱼胚胎发育过程以及孵化率的影响.结果表明,在浓度为 10, 20 ppt

时孵化率迅速降低,同时孵化出的斑马鱼出现脊柱异常, 心跳微弱,坏眼,尾巴弯曲等畸形发育,这点与

A sharani等
[ 10]
的研究结果类似. 另外,研究发现 Se lN1基因的表达也降低, 过氧化氢酶的活性提高. 因

此,纳米银对斑马鱼的胚胎发育过程有很大影响,他们认为纳米银的毒性主要是溶解在水环境中后产生

银离子作用的结果,与 B ar�llan等
[ 8]
不同.

Bar�llan等
[ 8]
发现纳米金的浓度以及颗粒大小对斑马鱼成活率影响不大,引起斑马鱼的最高死亡率

低于 3% ,并且引起最小的亚致死毒性效应.

2. 2� 纳米铜对斑马鱼毒性的影响

由于纳米尺寸的铜颗粒能够提高导电性和热传导,所以在电池涂、集成电路、空气净化等方面有广

泛应用.纳米铜粉体具有高活化表面,在无氧条件下可在低于粉体熔点的温度实施涂层, 应用于微电子

器件的生产.纳米铜还可以用作催化剂,效率高,选择性强.用纳米铜代替贵金属粉末制备性能优越的电

子浆料,可以大大降低成本,促进微电子工艺的进一步优化. 另外纳米铜有很强的杀菌作用可以杀灭微

生物
[ 11]

. 纳米铜直接作用于机件金属表面,起到修复金属磨损表面的作用. 纳米铜的应用如此广泛, 但

是有关其毒性的研究却很少. G rosell等
[ 12]
研究发现, 水溶性铜盐对于鱼类有很大的毒性.鱼的死亡率和

盐分含量有关, 在淡水中, 暴露 96 h后半致死率 LC50为 18 �g� L
- 1

, 而在盐水中 LC50为 294 �g� L
- 1

.

Griff itt等
[ 13]
用成年斑马鱼研究了铜纳米颗粒的急性毒性以及毒性产生的原因. 由于很多纳米颗粒会溶

解在溶液中,因此有必要区分纳米颗粒和可溶性纳米盐的毒性.结果表明, 48 h后,铜纳米颗粒对斑马鱼

的半致死率 LC50为 1. 5 m g� L
- 1

,按照美国环保署的规定可定为中等毒性. 可溶性铜盐 CuSO4的毒性则较

大,半致死率 LC50为 0. 25 m g� L
- 1

.进一步的组织学分析表明,鱼腮是导致铜中毒的主要器官. 由于暴露

在铜纳米颗粒中,使得层间细胞增殖并且抑制了腺苷三磷酸酶的活性.目前为止, 还没有其它生物学或

者组织学证据表明铜对其它器官的危害. 此外, Griff itt等
[ 13]
发现当纳米铜颗粒浓度为 1. 5 mg� L

- 1

( LC50 )时, 实际只有 0. 09 m g�L
- 1
的铜溶解, 毒性实验表明由于可溶性铜离子的存在引起 16%的死亡

率,这些实验结果和老鼠的体内实验数据相吻合,老鼠研究实验显示 LD50为 413 mg� kg
- 1

,并且对老鼠的

脾、肝、肾均产生毒性效应
[ 14 ]

.

2. 3� 纳米镍对斑马鱼的毒性影响

纳米镍在催化、传感器、电子等方面有广泛应用,但是有关纳米镍对人体健康以及对环境的影响研

究较少. Ispas等
[ 15]
通过斑马鱼卵的死亡率以及生长过程的变化, 研究了不同大小 ( 30, 60, 100 nm )的

纳米镍颗粒以及 60 nm的树枝状纳米镍团簇的毒性,同时采用可溶性的镍盐做对比实验.结果表明, 30,

60, 100 nm的镍纳米颗粒都比可溶性镍盐的毒性低或毒性相当, 而 60 nm的树枝状镍纳米团簇的毒性

比可溶性镍盐的毒性大.此外还发现暴露在镍纳米颗粒中时,浓度从 LD 10开始,肠上皮细胞开始变薄,一

直持续到 LD50, 此时出现骨骼肌肉纤维分离. 因此,纳米材料的结构形貌对于毒性的决定作用比颗粒尺

寸影响更大.

2. 4� 铁镍纳米合金颗粒对斑马鱼幼鱼成活率的影响

铁镍纳米合金在高密度磁记录材料、吸波隐身材料、高效催化剂以及生物医学等领域具有广泛的用

途,近年来在国内外倍受关注. 最近,本课题组用高效微波水热法合成新型的铁镍纳米链
[ 16]

, 研究了其

在核磁共振成像中作为造影剂的潜在应用,同时研究了制备不同浓度 ( 0, 1, 5, 10, 25, 35, 50 m g� L
- 1

)的

铁镍纳米链对斑马鱼幼鱼成活率的影响. 研究发现不同浓度的纳米颗粒对斑马鱼幼鱼成活率影响不大.

暴露 96h后,低浓度的斑马鱼幼鱼成活率几乎均为 100% ,浓度高达 50 mg� L
- 1
时成活率仍高于 90% .说
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明铁镍合金纳米链对斑马鱼的毒性很低.

3� 纳米金属氧化物对斑马鱼的毒性研究

纳米金属氧化物,如纳米 ZnO、纳米 T iO2、纳米 A l2O 3、纳米 Fe2O3和纳米 Fe3O4等,广泛应用于生产

和生活中各个领域.这些纳米氧化物有可能通过城市废水等途径释放到水环境, 对水生生物的影响不容

忽视. 为评价纳米氧化物的水生态毒理效应, Zhu
[ 17]

, 刘红云等
[ 18]
以斑马鱼胚胎为研究对象, 观察了纳

米氧化物 ( ZnO, T iO2, A l2O 3, Fe2O3, Fe3O4 )对 96 h孵化率的影响.结果表明,纳米氧化物的毒性与成分

有很大关系.纳米 ZnO对斑马鱼胚胎孵化抑制作用明显,毒性较大, 且其毒性与浓度之间存在一定的剂

量 �效应关系.较低浓度时 ( < 0. 1 mg�L
- 1

) , 纳米 ZnO暴露组胚胎孵化率与空白对照组没有显著差异,

当浓度高于 lm g�L
- 1
时,暴露组胚胎孵化率随纳米 ZnO浓度增大而显著减小,表现出一定的浓度依赖

性.可见,纳米 ZnO能够抑制斑马鱼胚胎孵化.刘红云等
[ 18 ]
发现低于 lm g� L

- 1
的 Zn

2 +
对胚胎 96h孵化

率几乎没有影响,浓度增大时, 暴露组孵化率显著降低, 在 50 m g� L
- 1
时暴露组胚胎全部没有孵出.在浓

度 > 10 m g�L
- 1
时, Zn

2+
暴露组孵化率显著低于纳米 ZnO暴露组孵化率,表明高浓度时, Zn

2+
抑制胚胎

孵化的程度要大于等质量浓度纳米 ZnO.纳米 ZnO和 Zn
2 +
暴露组未孵化的斑马鱼胚胎, 在显微镜下观

察仍有心跳现象 (即仍存活 ) ,而 Zhu等
[ 17]
发现 50 m g� L

- 1
纳米 ZnO可使全部受试胚胎死亡,这可能是

由于不同的孵化培养液引起的.进一步由实验结果推断出,纳米 ZnO抑制胚胎孵化的效应有一部分来

自 Zn
2+
的贡献,但可能由于纳米 ZnO自身的特殊性质,导致其抑制效应更强. 而在高浓度时, Zn

2+
暴露

组胚胎孵化率反而低于对应浓度的纳米 ZnO暴露组,可能是由于 Zn
2+
比纳米 ZnO更易于通过卵壳进入

胚胎内部所致.另外, 为评价纳米 ZnO的水生态毒性, 田文静等
[ 19]
以斑马鱼胚胎为受试生物,研究了纳

米 ZnO对其抗氧化酶系统的影响.结果发现,纳米 ZnO能够降低斑马鱼胚胎谷胱甘肽 ( GSH )含量,抑制

过氧化氢酶 ( CAT )和超氧化物歧化酶 ( SOD )活性, 引起胚胎脂质过氧化水平增大, 表明纳米 ZnO对斑

马鱼胚胎产生氧化损伤,进而引起斑马鱼胚胎生理机能改变, 导致不能成功孵化. Ba i等
[ 20 ]
发现, 30nm

的 ZnO纳米颗粒在 E3培养液中容易聚集成颗粒大小不等的聚集体, 小的聚集体尺寸在 142. 4� 517. 7

nm之间的仍悬浮在培养液中,大于 1 �m的聚集体快速沉积在孔板底部.纳米 ZnO部分溶解成可溶性

Zn
2+

. 他们认为, ZnO悬浮液中, ZnO大小聚集体和可溶性 Zn
2 +
会共同影响斑马鱼的胚胎发育. 胚胎毒

性实验表明, 50 mg� L
- 1
和 100 m g�L

- 1
的纳米 ZnO会杀死斑马鱼胚胎, 1� 25 m g� L

- 1
会影响胚胎孵化,

缩短幼鱼的长度,引起尾部变形.

刘红云等
[ 18]
同时研究了不同粒径纳米 T iO2对斑马鱼胚胎 96 h孵化率的影响, 结果表明, 纳米 T iO 2

暴露组斑马鱼胚胎全部孵化, 而且不同粒径间没有显著差异, 与 Zhu等
[ 17]
的研究结果一致, 1� 500

m g�L
- 1
纳米 T iO2不影响斑马鱼胚胎的存活率.然而对于成年鱼类的研究表明, 纳米 T iO2是一种呼吸性

毒物, 能够导致虹鳟鱼鳃水肿和腮小片增厚,引起鱼腮组织的氧化应激反应
[ 21]

.纳米 Fe3 O4对斑马鱼胚

胎 96 h孵化率没有明显影响. 低浓度纳米 Fe2O 3不影响胚胎孵化, 而高浓度时则表现出一定的抑制

作用
[ 18]

.

综上所述,不同纳米金属及金属氧化物对斑马鱼毒性存在不同的影响, 其毒性与其成分以及颗粒尺

寸及形貌有很大关系.用斑马鱼进行金属纳米颗粒及其氧化物的毒性研究目前取得了许多成果,但由于

研究尚处于起步阶段,而且金属纳米颗粒及氧化物的种类繁多、影响毒性效应的因素也众多, 因此,纳米

金属颗粒及金属氧化物毒性评价方法、详细的毒性引发机制还需进一步的探讨与研究.
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TOXICITY STUDY OFMETAL ANDMETAL OXIDE

NANOPARTICLES BY USING ZEBRAFISH

JIA Juncai� � WANG F eng� � YU J immy C

(D epartm ent ofCh em istry, Th e Ch in ese Un iversity ofH ong Kong, Sh at in, New Territories, H ong Kong, Ch ina)

ABSTRACT

M eta l and m eta l ox ide nanopart icles have w ide applica tions in cata ly tic, electronic and b iom edical fie lds.

It is necessary to invest igate their tox icity and po tentia l hazards to the b io log ica l system s and the env ironm en.t

Th is article reports the recent advances in the tox icity study by using zebraf ish as a qu ick and inexpensive

m ode.l

Keywords: zebraf ish, nanopart icles, m eta l ox ide, tox icity.


