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摘要: 第三代新烟碱类农药呋虫胺作为超高效、广谱性杀虫剂在水稻、蔬菜和水果上广泛应用ꎬ因其水溶性高ꎬ对水生生物的

毒性不容忽视ꎮ 本研究以斑马鱼胚胎为对象ꎬ参考 OECD 标准ꎬ在胚胎受精后 30 min 内ꎬ采用静态法染毒ꎬ观察其 24 h、48 h、
72 h、96 h 的生长发育情况ꎬ根据死亡数计算呋虫胺对斑马鱼 96 h￣LC50ꎬ采用吖啶橙染色(acridine orange fluorescent, AO￣F)和

原位末端标记法(TUNEL)2 种方法ꎬ检测其对斑马鱼 96 hpf(hour post￣fertilization, hpf)幼鱼的细胞凋亡情况ꎮ 结果表明:呋虫胺

对斑马鱼胚胎的 96 h￣LC50为 10.36 gL
￣1
(95% 置信区间为 7.76~ 12.93 gL

￣1
)ꎬ属于微毒ꎻ较高浓度的呋虫胺能使斑马鱼的摆尾

数、内心率、孵化率降低ꎬ对生长发育有延迟的作用ꎬ可导致部分斑马鱼色素褪去ꎬ出现心包囊肿、卵黄囊肿和尾部畸形的现

象ꎮ 且随着浓度的升高ꎬ在斑马鱼头部、腹部、尾部均有明显的细胞凋亡情况加重ꎬ其中以心脏和内耳尤为明显ꎬ呈规律的剂

量￣效应关系ꎮ
关键词: 呋虫胺ꎻ斑马鱼ꎻ细胞凋亡ꎻ吖啶橙染色ꎻTUNEL 染色

文章编号: 1673￣5897(2016)3￣356￣09　 　 中图分类号: X171.5　 　 文献标识码: A

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄｉｎｏｔｅｆｕｒａｎ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ａｎｄ Ｌａｒｖａｅ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)

Sun Qi, Fan Yongmei* , Lai Kehua, Huang Weikang

College of Environment and Plant Protection, Hainan University, Haikou 570228, China

Ｒｅｃｅｉｖｅｄ 15 May 2016　 　 ａｃｃｅｐｔｅｄ 29 June 2016

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Dinotefuran, as one of the third￣generation neonicotinoid insecticide, is highly potent pesticide widely

used to control insects on rice, vegetables and fruit field. However, the toxicity of dinotefuran to aquatic organism

is still unclear. This study is to explore the effect of dinotefuran on the embryonic and larvae development and ap￣
optosis in zebrafish (Danio rerio). According to OECD guidelines, the 96 h acute toxicity test was conducted using

30 min post￣fertilization zebrafish by static system, and the treated zebrafish embryonic and larvae development,

were observed in 24 h, 48 h, 72 h and 96 h respectively. The 96 h￣LC50 of dinotefuran for adolescent zebrafish was

calculated using Karber' s method. Then using acridine orange fluorescent (AO￣F) and TUNEL staining, the apop￣
tosis of 96 hour post￣fertilization (hpf) zebrafish larvae was tested. The results showed that the 96 h￣LC50of dinote￣
furan for zebrafish was 10.36 gL

￣1
, with the 95 % confidence interval of 7.76￣12.93 gL

￣1
, which is the slightly



第 3 期 孙琦等:呋虫胺对斑马鱼胚胎￣幼鱼生长发育及细胞凋亡的影响 ３５７　　

toxic according to the pesticide acute toxicity classification standard. Dinotefuran with higher concentration can re￣
duce the tail swing frequency, heart rate and hatchability of D. rerio, delay the growing development, lead to the

� disappearance of the pigment in D. rerio and cause the pericardiac cyst, vitelline cyst and tail deformity. With the

� increase of dinotefuran concentration, there were obvious apoptosis observed in the head, abdomen and tail of ze￣
brafish, especially in the heart and inner ear.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: dinotefuran; zebrafish; apoptosis; acridine orange fluorescent; TUNEL staining

　 　 农药施用后会通过雨水冲刷、漂移等方式进入

水体ꎬ危害水生生物的安全[1]ꎮ 呋虫胺(dinotefuran)ꎬ
由日本三井(Mitsui)化学公司研发ꎬ也被称为“呋喃

烟碱”ꎬ是烟碱类杀虫剂中唯一不含氯原子和芳环

的化合物ꎬ具有 3￣四氢呋喃甲基的特征结构(图 1)ꎬ
具有超高效、杀虫谱广、毒性低等特点ꎬ同时有内吸、
胃毒、触杀等多种作用方式ꎬ被广泛应用于水稻、果
树、蔬菜等众多作物防治半翅目及其他害虫[2]ꎮ 由

于呋虫胺在水中的溶解度大(40 gL
￣1、20 ℃ )、土壤

吸附性较弱[3]ꎬ因而更易流失进入水体ꎬ对水生生物

造成危害ꎮ 国外研究主要集中在其环境行为方面ꎬ
例如在空气中喷散呋虫胺ꎬ于稻田水中的降解半衰

期为 5.6 dꎬ土壤中的半衰期为 12 d
[4]ꎻ呋虫胺在水和

土壤中的光降解行为研究结果表明ꎬ在实验室条件

下呋虫胺在水中太阳光照射时其光降解速率 kDNT为

0.20 h
￣1ꎬ半衰期为 3.6 h

[5]ꎮ 国内学者通过模拟实

验ꎬ发现呋虫胺在水中的光解速率随着初始浓度的

升高而减慢ꎬ随 pH 的增加而逐渐加快ꎬ其在 pH 为

5、7、8 和 9 的条件下的光解半衰期分别为 12.42 h、
12.06 h、10.84 h 和 8.45 h

[6]ꎮ

图 １　 呋虫胺的化学结构式

Fig. 1　 Chemical structure of dinotfuran

　 　 呋虫胺主要作用于昆虫的烟碱乙酰胆碱受体

(nAChRs)ꎬ是昆虫的乙酰胆碱激动剂ꎬ可防治半翅

目、鳞翅目、甲虫目、双翅目、直翅目、膜翅目等各种

害虫[7]ꎬ亦有褐飞虱ꎬ白背飞虱和灰飞虱对其抗药性

监测的报道[8]ꎮ 目前主要的剂型有水分散粒剂、2%

颗粒剂、0.5% 粉剂、1% 颗粒剂、20% 可溶性粒剂等 5

种[9]ꎮ 呋虫胺对非靶标类生物的毒性研究也有报

道ꎬ如对鸟类毒性低ꎬ对鹌鹑急性经口 LD50 >1 000

mgkg
￣1[7]ꎮ 对意大利蜂急性毒性的 LC50为0.260 a.i.

mgL
￣1[10]ꎻ对小峰熊蜂工蜂 24 h 的 LC50 值为 0.75

mgL
￣1ꎬ经过 48 h 连续胃毒作用的 LC50 值为 0.54

mgL
￣1ꎬ对小峰熊蜂雄性蜂 24 h 的 LC50 值为2.16

mgL
￣1[11]ꎮ 对家蚕急性食下毒性为高毒ꎬ其对 3 龄

家蚕的急性食下毒性的 LC50 为 1.2625 mgL
￣1[12]ꎮ

其对哺乳动物相对安全ꎬ雄性大鼠急性经口 LD50为

2 450 mgkg
￣1ꎬ雌性大鼠 2 275 mgkg

￣1ꎬ雄性小鼠

2 840mgkg
￣1ꎬ雌性小鼠 2 000 mgkg

￣1ꎮ 对大鼠急

性经皮 LD50 > 2 000 mgkg
￣1
(雌、雄)

[7]ꎬ无致畸、致癌

和致突变性[13]ꎮ 呋虫胺原药及其 2 种剂型对 3 种甲

壳纲生物的毒性与风险评价结果表明ꎬ呋虫胺对剑

水蚤的急性风险较高[1]ꎮ 还有研究表明ꎬ呋虫胺对

水蚤(daphnia)的 48 h￣EC50 > 1 000 mgL
￣1ꎬ对水藻

(alga)的 72 h￣EC50 >100 mgL
￣1ꎬ对鲤鱼(carp)的 96 h￣

LD50 >100 mgL
￣1[7]ꎮ 因此ꎬ研究呋虫胺对非靶标的

水生生物毒性显得极为重要ꎬ而呋虫胺对斑马鱼的

毒性研究国内外仅见其急性毒性的报道[10]ꎬ尚无其

对斑马鱼胚胎毒性的相关研究报道ꎮ
细胞凋亡(apoptosis)是由基因控制的细胞自主

的有序性死亡ꎬ又称为程序性细胞死亡(programmed

cell death, PCD)
[14]ꎮ 细胞凋亡的研究方法主要有吖

啶橙染色、TUNEL 染色及 DNA 阶梯等ꎬ其中通过

吖啶橙染色荧光显微镜下观察凋亡细胞的方法简便

易操作ꎬ使用较普遍ꎮ 荧光显微镜下ꎬ活细胞核染色

质呈现均匀分布的黄绿色荧光ꎬ胞质呈橘红色荧光ꎬ
而凋亡细胞核染色质的黄绿色荧光浓聚在核膜内

侧ꎬ凋亡细胞核的特征性形态可被清晰地辨认[15]ꎮ
TUNEL 是分子生物学和形态学相结合的一种方法ꎬ
能准确反映细胞凋亡的典型生物化学和形态学特

征ꎮ 大量的 DNA 双链断裂被认为是凋亡中最显著

的特征ꎬ因此 TUNEL 也被认为是检测细胞凋亡的

金标准[16]ꎮ TUNEL 具有灵敏度高、反应快、能检测

出极少量的细胞凋亡ꎬ被广泛应用于细胞凋亡和神

经元退化的检测[17]ꎮ DNA 阶梯的检测简便易行,费
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用低廉,应用较普遍ꎮ 但是,细胞凋亡时核内 DNA

断裂发生较晚,而且细胞受到其他损伤 (如机械损

伤、化学物质刺激、紫外线照射等)时也会发生 DNA

断裂ꎮ 因此 DNA 阶梯法鉴定细胞凋亡,早期可能不

易捕获证据,而晚期则证据说服力不足ꎬ且其只能定

性不能定量[16]ꎮ 本文作者所在项目组也曾利用

DNA 阶梯方法检测细胞凋亡[18]ꎮ 综合比较以上 3

种研究方法ꎬ基于定量和准确性的考虑ꎬ本文选择了

将简便易操作的吖啶橙染色和灵敏度高、反应快的

TUNEL 染色两种方法结合ꎬ在考察呋虫胺原药对斑

马鱼胚胎发育毒性的基础上ꎬ进行初孵幼鱼的吖啶

橙染色、TUNEL 染色ꎬ研究其诱导斑马鱼初孵幼鱼

产生细胞凋亡的情况ꎬ为进一步进行毒理学机理研

究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法 (Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 供试材料

１.１.１　 药品及主要试剂

呋虫胺原药购于上海将来实业股份有限公司ꎬ
有效成分含量为 96% ꎬ储存于 4 ℃ꎮ 其他主要试剂

如下:磷酸盐缓冲液(PBS)购自上海立菲生物技术有

限公司ꎬ吖啶橙、3% 甲基纤维素、Tween￣20、4% 多聚

甲醛均购自北京索莱宝科技有限公司ꎬProtease K

购自北京全式生物技术有限公司ꎬ鱼安定购自东京

化成工业株式会社ꎬ一步法 TUNEL 试剂盒购自碧

云天生物技术研究所ꎮ
１.１.２　 仪器设备

斑马鱼养殖系统购自北京爱生科技发展有限公

司ꎬBX51 荧光显微镜和 SZX16 体视显微镜均购自

Olympus 公司ꎬPHSJ￣4 A 实验室 pH 计购自上海仪

电科学仪器股份有限公司ꎬ万分之一天平购自梅特

勒￣托利多仪器有限公司ꎮ
１.１.３　 供试斑马鱼

斑马鱼饲养:野生 AB 型斑马鱼(Danio rerio)ꎬ由
国家斑马鱼资源中心引进ꎬ斑马鱼养殖系统饲养ꎬ每
日监控过滤水 pH 为 7.5 ± 0.3ꎬ溶氧量≥ 80 % ꎬ温
度为(26 ± 1) ℃ꎬ以保证其在最适生长环境下生长ꎮ
成鱼用新鲜孵化的丰年虫喂养ꎬ每日 2 次ꎬ每次足

量ꎮ 斑马鱼胚胎获取:将成熟后的雌雄鱼分开饲养ꎮ
试验的前一天晚上将雌雄成鱼按照 1:2 的比例放于

产卵盒中ꎬ温度为(27±1) ℃ꎮ 用隔离板将雌雄鱼隔

开ꎬ光照与黑暗的时间比为 14 h ∶ 10 hꎬ次日清晨打

开隔离板ꎬ在光照的刺激下ꎬ雄鱼开始追逐雌鱼ꎬ雌
鱼开始产卵ꎬ30 min 后收集受精卵ꎬ去除饲料和粪

便ꎬ用孵化液清洗 2 遍后ꎬ放入有孵化液的培养皿

中ꎬ挑选受精的胚胎待用ꎮ 孵化液的温度为(26±1)

℃ꎬpH 为 7.2±0.1ꎬ含氧量≥80 % ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 呋虫胺对斑马鱼胚胎急性毒性试验

参照 OECD 准则[19]进行ꎮ 试验用受精卵在 30

min 内染毒ꎬ根据预实验的结果ꎬ5 个试验浓度分别

为 6 gL
￣1、8.97 gL

￣1、13.41 gL
￣1、20.05 gL

￣1和 30

gL
￣1ꎬ另有空白对照 CKꎬ因呋虫胺在水中的溶解度

高ꎬ故无溶剂对照ꎮ 配好后吸取到 24 孔培养板中ꎬ
每孔 2 mLꎮ 用双目显微镜观察并挑取合格的受精

卵ꎬ置于培养板中ꎬ每孔一粒ꎮ 每个处理重复 3 次ꎬ
于光、暗比为 14 h ∶ 10 h 的光照培养箱中培养ꎬ每
24 小时观察其死亡数和孵化数等指标ꎬ连续观察 4

dꎮ 依据 OECD 标准ꎬ配制 4 mgL
￣1的 3,4￣二氯苯胺

溶液作为阳性对照ꎮ
１.２.２　 吖啶橙染色

配制浓度为 2 mgL
￣1的吖啶橙工作液ꎬ将发育

至 96 hpf 的胚胎整体放入其中ꎬ避光染色 30 minꎬ
用 PBS(pH 7.2)清洗 3 遍ꎬ放入培养板中备用ꎮ 将需

要观察的幼鱼用 0.08% 的 Tricaine 麻醉ꎮ 用吸管将

麻醉后的幼鱼置于滴有 3% 甲基纤维素溶液的玻片

上ꎮ 将荧光显微镜的激发光波长调节为 450 nmꎬ观
察幼鱼的细胞凋亡程度ꎬ每条鱼不同角度拍照 5 张ꎮ
１.２.３　 ＴＵＮＥＬ 染色

选用一步法 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒(红色

荧光)ꎬC1089ꎬ主要的染色步骤如下:将幼鱼用 4%

多聚甲醛(4% PFA)固定ꎬ室温保存 4 hꎬ用甲醇和 1×
PBST(V ∶ V)进行梯度脱水ꎬ梯度依次为 0 ∶ 1、1 ∶

� 3、1 ∶ 1、3 ∶ 1、1 ∶ 0ꎬ每次 5 minꎬ脱水后放置于￣20

℃ꎮ 第 2 天进行梯度复水ꎬ将脱水体积比的梯度倒

置ꎬ但不用纯甲醇清洗ꎬ用 V(甲醇):V(无菌水) = 3:1

� 的比例清洗ꎬ之后按甲醇:1×PBST(V ∶ V) = 1:1、1:3、
� 0:1 的体积比清洗ꎬ每次 5 minꎮ 每个幼鱼样品中加

入 500 μg 的 20 μgL
￣1的 Protease Kꎬ保证样品被浸

没ꎬ37 ℃下反应 60 min 后用 1×PBST 清洗 3 ~ 5 次ꎬ
每次 5 minꎬ后用 4% PFA 处理 20 minꎬ使 Protease K

失活ꎬ并用 1 × PBST 清洗 5 次ꎬ每次 5 minꎮ 取

TUNEL 试剂盒中 TdT 酶 2 μLꎬ荧光标记液 48 μLꎬ
充分混匀用作酶反应液ꎮ 最后于 37 ℃避光孵育 60

minꎬ荧光显微镜拍摄ꎬ每条鱼不同角度拍照 5 张ꎮ
１.２.４　 数据统计分析方法

使用 SPSS 21.0 对 96 hpf 死亡率数据进行统计
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分析ꎬ得到 96￣LC50及 95% 置信区间ꎻ统计 24 hpf 斑

马鱼胚胎 1 min 中内的摆尾数ꎬ48 hpf 和 72 hpf 的

内心率和 96 hpf 的孵化率ꎮ

２　 结果与分析(Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ)
２.１　 呋虫胺对斑马鱼胚胎的急性毒性

２.１.１　 参比物质控试验

配制 4 gL
￣1的 3,4￣二氯苯胺溶液作为阳性对

照ꎬ染毒 96 h 后ꎬ胚胎死亡率为 100% ꎬ符合 OECD

标准大于 30% 的要求ꎬ说明胚胎的敏感性良好ꎮ
２.１.２　 呋虫胺对斑马鱼急性毒性结果

本实验结果表明ꎬ96 h 的 LC50值为 10.36 gL
￣1

(95% 置信区间为 7.76 ~ 12.93 gL
￣1

)ꎬ线性回归方程

为 y = ￣1.13+0.11x(表 1)ꎮ

２.１.３　 呋虫胺对斑马鱼胚胎的亚致死效应

分别记录了胚胎在 10 h、24 h、48 h、72 h 和 96

h 的生长发育情况ꎮ 在 10 h 时ꎬ胚胎发育均进入原

肠期ꎬ其中空白对照发育正常ꎬ处于尾芽期ꎬ6 gL
￣1

表 １　 呋虫胺对斑马鱼胚胎的急性毒性

Table 1　 Acute toxicity of dinotefuran

to Danio rerio embryo

时间/hpf

Time/hpf

回归方程

Regression equation
LC50/(gL￣1)

95% 置信区间/(gL￣1)

Confidence interval/(gL￣1)

24

48

72

96

y = ￣1.69+0.12x

y = ￣1.23+0.10x

y = ￣1.17+0.11x

y = ￣1.13+0.11x

14.61

11.85

10.37

10.36

12.33 ~ 17.43

9.23~ 14.60

7.81~ 12.91

7.76~ 12.93

图 ２　 不同浓度呋虫胺对 １０ ｈｐｆ 斑马鱼胚胎发育的影响

注:AꎬCKꎻBꎬ6 gL￣1ꎻCꎬ8.97 gL￣1ꎻDꎬ13.41 gL￣1ꎻEꎬ20.05 gL￣1ꎻ标尺=200 μmꎮ

Fig. 2　 The effect of different concentrantion of dinotefuran on Danio rerio embryo development at 10 hpf

Note: A, CK; B, 6 gL￣1 ; C, 8.97 gL￣1 ; D, 13.41 gL￣1 ; E, 20.05 gL￣1 ; bar =200 μm.

图 ３　 不同浓度呋虫胺对 ２４ ｈｐｆ 斑马鱼胚胎发育的影响

注:AꎬCKꎻBꎬ6 gL￣1ꎻCꎬ8.97 gL￣1ꎻDꎬ13.41 gL￣1ꎻE, 20.05 gL￣1ꎻ标尺=200 μmꎮ

Fig. 3　 The effect of different concentrantion of dinotefuran on Danio rerio embryo development at 24 hpf

Note: A, CK; B, 6 gL￣1 ; C, 8.97 gL￣1 ; D, 13.41 gL￣1 ; E, 20.05 gL￣1 ; bar =200 μm .

图 ４　 ２４ ｈｐｆ 正常斑马鱼胚胎(Ａ)与 ２０.０５ ｇＬ￣１呋虫胺浓度组胚胎(Ｂ)尾部对比图

注:红色箭头示尾部畸形ꎬ标尺=200 μmꎮ

Fig. 4　 Comparision of normal Danio rerio embryo (A) and the tail malformation embryo in 20.05 gL
￣1

dinotefuran (B) at 24 hpf

Note: Red arrow points to tail malformation, bar =200 μm.
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图 ５　 不同浓度呋虫胺对 ２４ ｈｐｆ斑马鱼胚胎 １ ｍｉｎ内摆尾数的影响

Fig. 5　 The effect of different concentrantion of dinotefuran on tail

swing frequency in 1 min of Danio rerio embryo at 24 hpf

的处理组处于 90% ￣外包期ꎬ8.97 gL
￣1处理组处于

胚盾期ꎬ13.41 gL
￣1和 20.05 gL

￣1处理组均处于胚

环期ꎬ30 gL
￣1的处理组胚胎已经全部死亡(图 2)ꎮ

结果表明ꎬ呋虫胺对斑马鱼胚胎发育有明显的延迟

作用ꎬ延迟作用与浓度呈正比ꎮ
在发育至 24 h 时ꎬ浓度为 13.41 gL

￣1和 20.05 g

L
￣1的处理组出现发育延迟的现象(图 3D、3E)ꎬ表现

为尾部未伸展ꎬ且 20.05 gL
￣1浓度组中出现了尾部畸

形的情况(图 4)ꎮ 观察 24 hpf 的 1 min 内摆尾数如图

5ꎬ结果表明ꎬ随着浓度的升高ꎬ摆尾数越来越少ꎮ

　 　 48 hpf 时ꎬ畸形情况表现较显著(图 6)ꎮ 空白对

照和低浓度 6 gL
￣1处理胚胎均生长正常ꎬ随着浓度

的继续升高ꎬ每个浓度组都出现了不同程度的卵黄

囊肿现象ꎬ8.97 gL
￣1的处理组中个别胚胎出现心包

囊肿ꎬ13.41 gL
￣1和 20.05 gL

￣1的胚胎还出现了色

素减少的现象ꎬ20.05 gL
￣1的胚胎和幼鱼出现了心

包囊肿和尾部弯曲的现象(图 7)ꎮ 结果表明ꎬ在处理

的浓度范围内ꎬ随着浓度的升高ꎬ呋虫胺对斑马鱼胚

胎生长发育的影响也越来越严重ꎬ主要表现为形态

畸形和色素减少ꎮ
72 hpf 时ꎬ空白组和 6 gL

￣1的处理组均生长正

常ꎬ绝大多数 6 gL
￣1处理组生长正常ꎬ13.41 gL

￣1出

现心包囊肿和卵黄囊肿现象(图 8)ꎬ20.05 gL
￣1处理

组同样出现心包囊肿和卵黄囊肿ꎬ同时还伴有血凝

结ꎮ 当胚胎发育到 72 h 时ꎬ空白组和低浓度处理组

已经有部分胚胎孵化(初孵幼鱼)ꎬ其中ꎬ8.97 gL
￣1处

理组出现卵黄囊肿现象ꎬ13.41 gL
￣1处理组伴有尾

部畸形(图 9)ꎬ其余浓度除最高浓度(20.05 gL
￣1

)未

孵化外ꎬ初孵幼鱼均生长正常ꎬ说明呋虫胺对斑马鱼

胚胎的生长发育有延迟的作用ꎮ 此外ꎬ呋虫胺对斑

马鱼胚胎的内心率也有一定影响ꎬ对 48 hpf 和 72

hpf 胚胎的内心率进行统计ꎬ结果表明ꎬ6 gL
￣1呋虫

胺能加快斑马鱼胚胎的内心率ꎬ且暴露在此浓度呋

图 ６　 不同浓度呋虫胺对 ４８ ｈｐｆ 斑马鱼胚胎发育的影响

注:AꎬCKꎻBꎬ6 gL￣1ꎻCꎬ8.97 gL￣1ꎻDꎬ13.41 gL￣1ꎻEꎬ20.05 gL￣1ꎮ 紫色箭头示心包囊肿ꎬ蓝色箭头示卵黄囊肿ꎬ标尺=200 μmꎮ

Fig. 6　 The effect of different concentrantion of dinotefuran on Danio rerio embryo development at 48 hpf

Note: A, CK; B, 6 gL￣1; C, 8.97 gL￣1; D, 13.41 gL￣1; E, 20.05 gL￣1. Purple arrows point to pericardiac cyst, blue arrows point to vitelline cyst, bar =200 μm.

图 ７　 ４８ ｈｐｆ 正常斑马鱼幼鱼与 ２０.０５ ｇＬ￣１呋虫胺浓度组中幼鱼色素和尾部对比图

注:AꎬCKꎻB 为 20.05 gL￣1呋虫胺下黑色素减褪的幼鱼ꎻCꎬ20.05 gL￣1呋虫胺下尾部畸形的幼鱼(红色箭头示)ꎬ标尺=500 μmꎮ

Fig. 7　 Comparis ion of normal Danio rerio embryo and the pigment fade, tail malformation embryo in 20.05 gL
￣1

dinotefuran at 48 hpf

Note: A, CK; B, 20.05 gL￣1(showing the pigment fade ); C, 20.05 gL￣1(Red arrows point to tail malformation); bar =500 μm.
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图 ８　 不同浓度呋虫胺对 ７２ ｈｐｆ 斑马鱼胚胎发育的影响

注:AꎬCKꎻBꎬ6 gL￣1ꎻCꎬ8.97 gL￣1ꎻDꎬ13.41 gL￣1ꎻEꎬ20.05 gL￣1ꎮ 紫色箭头示心包囊肿ꎬ蓝色箭头示卵黄囊肿ꎬ标尺=200 μmꎮ

Fig. 8　 The effect of different concentrantion of dinotefuran on Danio rerio embryo development at 72 hpf

Note: A, CK; B, 6 gL￣1; C, 8.97 gL￣1; D, 13.41 gL￣1; E, 20.05 gL￣1. Purple arrows point to pericardiac cyst, blue arrows point to vitelline cyst, bar =200 μm.

图 ９　 不同浓度呋虫胺对 ７２ ｈｐｆ 斑马鱼初孵幼鱼的影响

注:AꎬCKꎻBꎬ6 gL￣1ꎻCꎬ8.97 gL￣1ꎻDꎬ13.41 gL￣1ꎮ 蓝色箭头示卵黄囊肿ꎬ紫色箭头示心包囊肿ꎬ红色箭头示尾部畸形ꎬ标尺=500 μmꎮ

Fig. 9　 The effect of different concentrantion of dinotefuran on Danio rerio larvae development at 72 hpf

Note: A, CK; B, 6 gL￣1 ; C, 8.97 gL￣1 ; D, 13.41 gL￣1 . Blue arrows point to vitelline cyst, purple arrows point to pericardiac cyst,

red arrows point to tail malformation, bar =500 μm.

图 １０　 不同浓度呋虫胺对 ４８ ｈｐｆ 和 ７２ ｈｐｆ
斑马鱼胚胎内心率的影响

Fig. 10　 The effect of different concentrantion of dinotefuran on the

heart rate in 10 s of Danio rerio embryo and larvae at 48 hpf and 72 hpf

图 １２　 不同浓度呋虫胺对 ９６ ｈｐｆ 斑马鱼胚胎孵化率的影响

Fig. 12　 The effect of different concentrantion of dinotefuran

on the hatchability of Danio rerio embryo at 96 hpf

图 １１　 呋虫胺对 ９６ ｈｐｆ 斑马鱼胚胎及幼鱼的影响

注:AꎬCKꎻBꎬ6 gL￣1ꎻCꎬ8.97 gL￣1ꎻDꎬ13.41 gL￣1ꎻEꎬ20.05 gL￣1ꎮ 蓝色箭头示卵黄囊肿ꎬ红色箭头示尾部畸形ꎬ标尺=500 μmꎮ

Fig. 11　 The effect of different concentrantion of dinotefuran on Danio rerio embryos and larvae at 96 hpf

Note: A, CK; B, 6 gL￣1; C, 8.97 gL￣1; D, 13.41 gL￣1; E, 20.05 gL￣1. Blue arrows point to vitelline cyst, red arrows point to tail malformation, bar =500 μm.
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虫胺下的斑马鱼跟空白对照相比也更加活跃ꎬ之后

随着浓度的升高ꎬ呋虫胺对斑马鱼内心率表现为抑

制作用(图 10)ꎮ
96 hpf 时ꎬ8.97 gL

￣1、13.41 gL
￣1的处理组均伴

有畸形情况出现ꎬ包括卵黄囊肿、心包囊肿、尾部畸

形ꎬ20.05 gL
￣1处理组没有孵化ꎬ空白组和 6 gL

￣1处

理组的幼鱼生长正常(图 11)ꎮ 随着浓度的升高ꎬ斑
马鱼胚胎的孵化率逐渐降低(图 12)ꎬ72 hpf 时呋虫

胺延迟斑马鱼胚胎发育的作用已经初步显现ꎮ
２.２　 吖啶橙染色

采用吖啶橙(AO)对斑马鱼 96 hpf 的初孵幼鱼

或胚胎进行整体活体染色ꎬ在 450 nm 的荧光下ꎬ发
出绿色的荧光ꎬ而凋亡的细胞的荧光更加明亮ꎬ结果

表明其对 DNA 造成了损伤(图 13)ꎮ
空白对照组没有出现细胞凋亡现象ꎬ6 gL

￣1和

8.97 gL
￣1的处理组出现少部分的细胞凋亡ꎬ相当数

量的细胞凋亡出现在 13.41 gL
￣1和 20.05 gL

￣1的处

理组中ꎬ尤其是在心脏和内耳的部分ꎮ
２.３　 ＴＵＮＥＬ 染色

对 96 hpf 的斑马鱼幼鱼进行 TUNEL 染色ꎬ结
果表明ꎬ空白对照组没有出现细胞凋亡的现象ꎬ6 g
L

￣1和 8.97 gL
￣1 的处理组出现了少部分的细胞凋

亡ꎬ头部、腹部、尾部均出现ꎬ尤其是在心脏和内耳的

部分ꎬ但是相当多数量的细胞凋亡出现在 13.41 g
L

￣1和 20.05 gL
￣1的处理组中(图 14)ꎮ 结果与吖啶橙

染色结果相似ꎮ

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
已有研究表明ꎬ呋虫胺对普通鲤鱼 LD50 >100

mgL
￣1ꎬ对水蚤 EC50(48 h)>1 000 mgL

￣1ꎬ均为低

毒[7]ꎬ但是对其他水生生物则表现出不同毒性ꎬ如糠

虾 LC50(96 h)为 0.79 mgL
￣1

(高毒)ꎬ龙虾 LC50(48 h)

为 4.84 mgL
￣1
(中毒)ꎬ东方牡蛎 LC50(96 h)为 141 mg

L
￣1
(低毒)ꎬ浮萍 EC50 >110 mgL

￣1
(低毒)

[20]ꎬ这可能

图 １３　 吖啶橙染色法检测呋虫胺诱导斑马鱼胚胎细胞凋亡

注:ckꎬ空白对照ꎻAꎬ6 gL￣1ꎻBꎬ8.97 gL￣1ꎻCꎬ13.41 gL￣1ꎻDꎬ20.05 gL￣1ꎮ 黄色箭头示细胞凋亡ꎬ标尺=200 μmꎮ

Fig. 13　 Apoptosis of zebrafish embryos induced by dinotefuran using acridine orange fluorescent method

Note:ck, blan kcontrol; A, 6 gL￣1 ; B, 8.97 gL￣1 ; C, 13.41 gL￣1 ; D, 20.05 gL￣1 . Yellow arrows point to cell apoptosis, bar =200 μm.

图 １４　 ＴＵＮＥＬ 染色法检测呋虫胺诱导斑马鱼胚胎细胞凋亡

注:ckꎬ空白对照ꎻ1￣1、1￣2、1￣3ꎬ6 gL￣1浓度组ꎻ2￣1、2￣2、2￣3ꎬ8.97 gL￣1浓度组ꎻ3￣1、3￣2、3￣3ꎬ13.41 gL￣1浓度组ꎻ

4￣1、4￣2、4￣3ꎬ20.05 gL￣1浓度组ꎮ 白色箭头示细胞凋亡ꎬ标尺=100 μmꎮ

Fig. 14　 Apoptosis of zebrafish embryos induced by dinotefuran using TUNEL staining method

Note:ck, blank control; 1￣1, 1￣2, 1￣3 under 6 gL￣1 treatment; 2￣1, 2￣2, 2￣3 under 8.97 gL￣1 treatment; 3￣1, 3￣2, 3￣3 under 13.41 gL￣1 treatment;

4￣1, 4￣2, 4￣3 under 20.05 gL￣1 treatment. White arrows point to cell apoptosis, bar =100 μm.
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因为不同生物对农药的生物可利用性以及吸收机制

等不同ꎬ受到的毒害作用有所不同ꎬ而呋虫胺主要作

用于乙酰胆碱受体且易溶于水ꎬ而乙酰胆碱在糠虾

的生长繁殖过程中起着极为重要的作用ꎬ因此表现

为高毒[21]ꎮ
近期吴若函等[8]考察了几种新烟碱类杀虫剂对

斑马鱼的急性毒性ꎬ结果表明 20% 呋虫胺悬浮剂对

斑马鱼幼鱼 96 h￣LC50为 59.7 mgL
￣1ꎬ为低毒ꎻ本研

究结果中呋虫胺原药对斑马鱼胚胎急性毒性 96￣
LC50为 10.36 gL

￣1ꎬ为微毒ꎬ在呋虫胺原药的水溶解

度的范围内ꎬ呋虫胺可使斑马鱼胚胎的摆尾数、内心

率、孵化率降低ꎬ可导致斑马鱼出现心包囊肿、卵黄

囊肿、色素褪去、发育延迟等现象ꎻ这说明制剂的毒

性比原药的毒性要高ꎬ因此ꎬ虽然按规定的剂量在田

间使用此农药ꎬ不会对鱼类造成危害性的影响ꎬ但是

由于其溶解性好ꎬ大量、反复使用时ꎬ该药剂对斑马

鱼还是有毒性风险的ꎮ
同为新烟碱类杀虫剂的吡虫啉和噻虫嗪也可影

响斑马鱼的细胞凋亡ꎮ 陈爱梅等[22]认为ꎬ两者均对

斑马鱼肝脏细胞的 DNA 造成了损伤ꎬ损伤程度随

染毒浓度和染毒时间增高ꎬ且吡虫啉对斑马鱼的基

因毒性大于噻虫嗪ꎮ 同为手性农药的茚虫威对斑马

鱼急性毒性属于中等毒性[23]ꎮ 本研究用 2 种染色方

法对 96 h 的斑马鱼的凋亡信号进行检测ꎬ结果显示

凋亡细胞均集中在心脏和内耳部分ꎬ具有组织特异

性ꎬ且浓度越高ꎬ细胞凋亡越严重ꎬ可以为进一步揭

示呋虫胺对斑马鱼的毒作用靶器官和毒效应机制提

供线索ꎮ

通讯作者简介:范咏梅(1968—)ꎬ女ꎬ教授ꎬ硕士生导师ꎬ农药

与农产品质量安全系系主任ꎬ主要研究方向农药环境毒理ꎬ
园艺作物病虫害防治与农产品质量安全风险评估ꎮ
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