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摘要: 2-乙基己基二苯基磷酸酯(2-ethylhexyl diphenyl phosphate, EHDPP)是一种典型的有机磷阻燃剂,该化合物的大量使用导

致其在环境基质中被频繁检出。 大量离体研究表明 EHDPP 具有干扰脂质代谢的不良影响,但其是否会引起活体脂质代谢紊

乱及潜在的机制尚不明确。 本研究将斑马鱼胚胎(2 hours post-fertilization, 2 hpf)暴露在环境相关浓度(0、1、10、100、250 和 500
μg·L-1 )EHDPP 中 5 d,评估 EHDPP 对仔鱼脂质代谢和线粒体功能的影响。 结果表明,和对照组相比,100、250 和 500 μg·L-1

EHDPP 暴露显著降低仔鱼孵化率、体长、心率和存活率,畸形率升高,表现出显著的生长发育毒性。 结果还显示 EHDPP 引发

脂质紊乱,总胆固醇和甘油三酯的含量在 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组较对照组显著性降低。 EHDPP 暴露显著降低仔鱼三磷酸

腺苷(adenosine triphosphate, ATP)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)和谷胱甘肽(glutathione, GSH)水平,活性氧(reac-
tive oxygen species, ROS)水平显著性升高,这提示 EHDPP 可能会诱发线粒体功能障碍。 进一步发现 EHDPP 暴露导致仔鱼

18rs-rrn 基因表达显著性下降,而参与调控线粒体分裂(线粒体动力相关蛋白(drp1)和线粒体分裂蛋白(fis1))、融合(视神经萎缩

� 蛋白(opa1))和自噬(PTEN 诱导激酶 1(pink1)和 FUN14 域蛋白 1(fundc1))的基因表达显著性升高,表明 EHDPP 引发线粒体功能

障碍。 参与脂质合成的基因(脂肪酸合酶基因(fas)和载脂蛋白 E 基因(apoe))显著性降低,而调控脂质代谢的基因,如过氧化物

� 酶体增殖物激活受体 α 基因(pparα)、过氧化物酶体增殖物激活受体 β 基因(pparβ)和酰基辅酶 A 氧化酶 1 基因(acox1)显著性升

高,这些结果表明 EHDPP 可能引发斑马鱼线粒体功能障碍进而干扰斑马鱼幼鱼的脂肪酸氧化和脂质合成,总的来说,本研究

发现 EHDPP 可能诱发脂质紊乱,并首次在体内实验中表明 EHDPP 会引发斑马鱼线粒体功能障碍,为 EHDPP 的毒性机制的

研究提供新的思路。
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Abstract: 2-ethylhexyl diphenyl phosphate (EHDPP) is an aryl organophosphorus flame retardant, which is
ubiquitously found in various environmental matrices. While previous in vitro studies have emphasized the negative
impact of EHDPP on lipid metabolism, there remains a dearth of in vivo research exploring its potential toxic

� effects and underlying mechanisms. In the present study, zebrafish (Danio rerio) embryos (<2 hpf) were exposed to
environmentally relevant concentrations (0, 1, 10, 100, 250 and 500 μg·L-1) for 5 days. Results showed that 100,
250 and 500 μg·L-1 EHDPP may lead to developmental toxicity, evidenced by the increased malformation rate,
reduced hatching rate, heart rate, survival rate and body length, in comparison with the control. The levels of total
cholesterol and triglycerides were significantly reduced in 500 μg·L-1 EHDPP group compared to the control,
suggesting that EHDPP caused disorders of lipid metabolism. EHDPP resulted in a notable reduction in the
concentrations of ATP, SOD, and GSH, along with an elevation in ROS levels, suggestive of mitochondrial
dysfunction triggered by EHDPP. Upon further analysis, it was revealed that the transcription of the 18rs-rrn gene

� was significantly reduced, while the expressions of genes involved in mitochondrial division (including mitochondrial
fission protein 1 (fis1) and dynamin-related protein (drp1)), fusion (optic atrophy 1 (opa1)), and autophagy (PTEN-
induced putative kinase 1 (pink1) and FUN14 domain containing 1 (fundc1)) were notably upregulated, which may
partially account for the mitochondrial dysfunction. Genes involved in lipid biosynthesis including acid synthetase
(fas) and apolipoprotein E ( apoe ) genes were significantly downregulated, whereas genes related to lipid

� metabolism such as peroxisome proliferators-activated receptors (pparα and pparβ) and acyl-CoA oxidase 1 (acox1)
were upregulated. These results implied that EHDPP may disturb fatty acid oxidation and lipid synthesis in
zebrafish larvae which might result from mitochondrial dysfunction. In conclusion, our study found that EHDPP
may induce lipid metabolism disorders. For the first time, we have demonstrated mitochondrial dysfunction in vivo
resulting from the effects of EHDPP, potentially offering novel insights into the toxicity elicited by this compound.
Keywords: 2-ethylhexyl diphenyl phosphate; zebrafish; lipid disturbance; mitochondrial dysfunction

　 　 2-乙基己基二苯基磷酸酯(2-ethylhexyl diphenyl
phosphate, EHDPP)是一种典型的有机磷阻燃剂,被
广泛用于油漆、橡胶、颜料分散剂、黏合剂和纺织涂

料、食品包装等各种产品中用以提升材料的防火性、
柔韧性和耐用性[1]。 EHDPP 主要通过物理方式添

加到产品中,因此易于释放到环境中[2]。 EHDPP 的

大量使用加剧了其在不同环境中的富集,在空气、灰
尘、水体、沉积物和土壤等环境介质中不断检出[3-6],
甚至在食品和生物体中也能检测到 EHDPP 的存

在[7-8]。 例如在韩国始华湖近海地区地表水中,
EHDPP 检出浓度最高可达 94.8 ng·L-1[9],Wang
等[10]在我国吉林省松花江地表水中检出 EHDPP 浓

度为 94 ng·L-1。 2022 年一项针对我国珠江三角洲

水域中有机磷阻燃剂的研究发现,EHDPP 在表层水

域水平最高可达 480 ng·L-1[11]。 EHDPP 具有极强

的亲脂性(logKow =5.73),易于在多种水生生物体内

� 蓄积,有研究发现瑞典野生鱼类中 EHDPP 浓度高

达 14 000 ng·g-1(以单位脂质量计) [12],此外,Aznar-

Alemany 等[13]等在地中海西北部加泰罗尼亚海岸的

条纹海豚的背部肌肉中多个样本检出的 EHDPP 浓

度超过 1 000 ng·g-1(以单位脂质量计)。 EHDPP 在

水体中的频繁检出以及其在水生生物体内的高蓄积

性引起了人们对其毒性效应的关注。
毒理学研究表明,EHDPP 暴露会在各种生物体

或细胞系中引起甲状腺内分泌干扰效应[14]、神经毒

性[15]、生长发育毒性[16]和生殖毒性[17]。 最近的体外

研究强调了 EHDPP 引发脂质代谢毒性:Yue 等[18]发

现 EHDPP 暴露下调了前脂肪细胞的 miR-155-5p,
从而增加了 CCAAT 增强子结合蛋白 β 表达并促进

前脂肪细胞的脂肪生成。 Negi 等[19]发现 10 μmol·
L-1 EHDPP 激活人 3D 肝球状细胞中核受体超家族

的过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 共激活因子-1,
并增加甘油三酯(triglyceride, TG)水平。 然而,已有

研究大多关注 EHDPP 的体外脂质代谢影响,对生

物体内的研究较少,只有少数研究报道了母源性暴

露对子代的影响,例如:围产期小鼠暴露于 EHDPP
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(300 μg·kg-1·d-1 )可降低其后代中雄性小鼠的 TG
水平并诱导了肝损伤[20]。 与此同时,体外研究中

EHDPP 暴露浓度较高且目前对 EHDPP 的体内潜在

脂质代谢干扰及其相关机制的研究仍旧匮乏,所以

需要进一步地探索环境相关浓度 EHDPP 在活体生

物内的脂质代谢机制。
线粒体功能障碍多指因线粒体膜受到破坏、

mtDNA 的损伤、酶活性降低等引起的能量代谢障

碍[21]。 脂代谢与线粒体功能障碍密切相关,当脂质

代谢出现紊乱,脂质分解产生的脂肪酸大量蓄积会

抑制呼吸链复合体,进而破坏线粒体结构,最终引发

线粒体功能障碍[22]。 Liu 等[23]发现 50 μg·L-1全氟

和多氟基物质(PFAS)暴露斑马鱼会显著增加脂质代

谢相关基因(pparα 和 acox)的表达,并增强 β 氧化和

� 诱发线粒体功能障碍。 此外,线粒体作为生物体能

量代谢的中心,为细胞提供三磷酸腺苷 (adenosine
triphosphate, ATP),机体产生线粒体功能障碍会损害

氧化磷酸化过程,从而减少 ATP 的产生[21],ATP 的

不足会抑制脂质合成,最终导致脂质代谢失衡[24]。
线粒体功能障碍也会导致生物体活性氧(ROS)的过

度积累和产生氧化应激[25],这会进一步加速脂质过

氧化[26],从而加剧脂质代谢紊乱[27]。 因此本研究将

斑马鱼从卵裂期(2 hpf)暴露于环境相关浓度(0、1、
10、100、250 和 500 μg·L-1)EHDPP 至 5 d,通过检测

仔鱼甘油三酯、胆固醇水平和脂质代谢基因表达情

况,初步探究了环境相关浓度 EHDPP 暴露对斑马

鱼脂质代谢的影响,随后检测斑马鱼的氧化应激水

平和线粒体分裂、融合和自噬基因表达探究 EHDPP
对斑马鱼脂质代谢影响的潜在机制。 研究为评估

EHDPP 的脂质代谢影响提供了理论依据,对其他

有机磷阻燃剂导致脂质紊乱的机制研究也有参考

意义。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验材料

2-乙基己基二苯基磷酸酯(EHDPP)纯度>90% ,
购自梯希爱化成工业发展有限公司 (上海,中国)。
用于稀释和储备 EHDPP 的二甲基亚砜(dimethylsul-
foxide, DMSO)纯度>99% ,购自 Sigma-Aldrich 公司

(密苏里州圣路易斯,美国 )。 Trizol 试剂、 Prime-
ScriPt® RT reagent 试 剂 盒、 SYBR® Real-Time
PCRMaster 购自 Takara 公司 (大连,中国)。 甘油三

酯(TG)检测试剂盒、胆固醇(TC)检测试剂盒、活性氧

(ROS)、过氧化氢酶(CAT)测试盒和超氧化物歧化酶

(SOD)测试盒购自南京建成生物工程研究所(南京,
中国),Bradford 蛋白检测试剂盒和 ATP 酶测试盒购

自碧云天生物科技有限公司(上海,中国),基因引物

购自中国上海生工公司(上海,中国),其他化学试剂

均为分析纯级别。
1. 2　 斑马鱼的饲养及暴露实验

实验过程符合斑马鱼的伦理规范,按照 Shu
等[14]的方法进行暴露实验。 斑马鱼胚胎(野生型 AB
品系)购于国家斑马鱼中心(武汉,中国)。 暴露最低

浓度 1 μg·L-1的选择基于 EHDPP 在我国珠江三角

洲水域表层水中所监测到的浓度(480 μg·L-1 )[11]。
选取发育正常的卵裂期胚胎(2 hpf),随机分配至含

有 0、1、10、100、250 和 500 μg·L-1 EHDPP 暴露液的

培养皿中,每个皿放置 200 枚胚胎,所有实验组设置

3 个平行,所有实验组 DMSO 浓度为 0.001% (V ∶
� V)。 将培养皿置于光照培养箱中,每 24 h 全部更换

� 一次暴露液,光暗周期为 14 h ∶10 h,水温稳定在(28
±0.5) ℃。 每天清理卵膜及死掉的胚胎,统计 120
hpf 存活率,每个浓度随机选取 30 尾仔鱼利用荧光

体式显微镜(Leica5, Germany)统计 72 hpf 斑马鱼孵

化率和心率,测定 120 hpf 斑马鱼体长。 在 2 hpf 至
120 hpf,荧光体式显微镜观察记录胚胎和仔鱼的畸

形情况,畸形率为畸形数目和仔鱼存活数目的比值。
畸形包括:胚胎畸形、心包囊水肿、脊椎弯曲、卵黄囊

水肿等与正常仔鱼不一致的特点。
1. 3　 暴露水体和仔鱼体内的 EHDPP 检测

每个浓度 3 个平行,每个平行分别收集换水前

(T24)和换水后(T0 )的 1 mL 暴露水体用于测定暴露

� 水体中 EHDPP 的实际浓度。 EHDPP 暴露 5 d 后,
每个浓度 3 个平行,每个平行收集 100 尾仔鱼用于

测定暴露仔鱼体内中 EHDPP 的实际浓度。 测定方

法参考文献[14]。
1. 4　 仔鱼甘油三酯、胆固醇的检测

暴露 5 d 后,收集仔鱼(50 尾作为一个样本)于
1.5 mL 离心管中,每个浓度设置 3 个平行。 准确称

取组织质量,按质量(g) ∶体积(mL) =1 ∶ 9 的比例,加
入 9 倍体积的生理盐水,冰水浴条件下机械匀浆,
2 500 r·min-1离心 10 min,取上清液待测。 仔鱼体

内 TG 和 TC 的检测严格按照试验说明书进行操作,
以 mmol·g-1表示。 仔鱼的总蛋白质含量参照 Brad-
ford 蛋白检测试剂盒说明书测定。
1. 5　 仔鱼 ROS 的检测

暴露 5 d 后,收集仔鱼(30 尾作为一个样本),每
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个浓度设置 3 个平行。 用刮刀轻搓组织块,边搓边

用磷酸缓冲盐溶液(PBS)冲洗,收集细胞悬液,500 g
离心 10 min,去上清留沉淀,并用 PBS 洗 2 次。 取

� 不进行任何处理的细胞用 0.01 mol·L-1 PBS 重悬,
设为阴性对照管。 阳性对照管:用稀释好的 DCFH-
DA 重悬细胞沉淀,同时加入活性氧供氢体诱导细

胞。 样本管:用稀释好的 DCFH-DA 重悬细胞沉淀。
37 ℃孵育细胞 1 h。 收集孵育(探针标记)后的单细

胞悬液,1 000 g 离心 10 min,去上清收集细胞沉淀,
� 用 PBS 洗涤 2 次。 离心收集细胞沉淀用 1 mL PBS

重悬,最佳激发波长 488 nm,最佳发射波长 525 nm
荧光检测,结果以荧光度值表示。
1. 6　 仔鱼 ATP 的检测

暴露 5 d 后,收集仔鱼(120 尾作为一个样本),
每个浓度设置 3 个平行。 加入 200 μL 试剂盒中的

ATP 检测裂解液,冰水浴条件下机械匀浆。 4 ℃、
12 000 g 离心 5 min,取上清测定。 加 100 μL ATP

� 检测工作液到检测孔内。 室温放置 3 ~ 5 min,消耗

本底性的 ATP。 随后加上 20 μL 样品或标准品,混
匀,至少间隔 2 s 后,使用多功能酶标仪(SpectraMax
i3x,Molecular Devices,上海)测定化学发光。
1. 7　 仔鱼氧化应激水平检测

暴露 5 d 后,收集仔鱼(50 尾作为一个样本)于
1.5 mL 离心管中,每个浓度设置 3 个平行。 准确称

取组织质量,按质量(g) ∶体积(mL) =1 ∶ 9 的比例,加
入 9 倍体积的生理盐水,冰水浴条件下机械匀浆,
2 500 r·min-1,离心 10 min,取上清液待测。 按照试

剂盒说明书及计算公式,测定仔鱼 CAT、SOD 活力

GSH 含量。
1. 8　 实时荧光定量 PCR(QRT-PCR)

斑马鱼暴露 5 d 后,收集仔鱼(30 尾作为一个样

本)于 1.5 mL EP 管(RNAase-free),每个浓度 3 个重

复。 液氮速冻,置于-80 ℃保存。 从-80 ℃冰箱中

取出样品,每管加入 4 颗直径为 1 mm 的匀浆珠和

400 μL TRIzol,充分匀浆,4 ℃、12 000 r·min-1离心

5 min,取上清,加入 100 μL 氯仿,再次离心 20 min。
取上清,加入上清液等体积的异丙醇,4 ℃、12 000 r
·min-1离心 10 min。 倾倒上清液。 加入 1 mL 75%
乙醇洗涤沉淀。 上下颠倒 EP 管,4 ℃、12 000 r·
min-1离心 5 min,弃上清保留沉淀,重复上述洗涤过

程 2 ~ 3 次,无水乙醇再次洗涤 1 次。 通风橱中室温

放置 5 ~ 10 min 使乙醇挥发,使 RNA 沉淀晾干但不

完全干燥,加入 20 μL DEPC 水溶解 RNA。 使用

Epoch 微孔板分光光度计 (BioTek Instruments, Inc,
Winooski, VT, USA)检测 RNA 的质量并测量其浓

度。 使用 PrimeScript® reagent Kit(TaKaRa)试剂盒合

成了第一链 cDNA,10 μL 反应体系最多可逆转录

500 ng RNA。 实时荧光定量 PCR 参考试剂盒说明

书和 Yu 等[28]的文章,用两步法 PCR 反应程序进行

Real Time PCR 反应。 两步法 PCR 扩增标准程序:
95 ℃预变性 10 min,95 ℃变性 10 s,60 ℃退火 30 s,
72 ℃延伸 32 s,变性、退火、延伸经过 40 个循环。
预实验对比内参基因:3-磷酸甘油醛脱氢酶(glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase, gapdh)、核糖体

� 蛋白 L8 (ribosomal protein L8, rpl8)和 β 肌动蛋白

� (β-actin)在实验条件下的稳定性,发现对照组中

� gapdh 表达比较稳定,所以选择 gapdh 为内参基因。
� 相关引物序列见表 1。 目的基因转录水平的相对变

化使用 2-△△CT 法进行计算处理。
1. 9　 数据处理与分析

数据分析使用 SPSS Statistics 20.0 软件 (IBM
CorP., Armonk, NY, USA)。 实验数据分别使用 Kol-
mogorov-Smirnov 和 Levene’s 检验方法进行正态分

布检验和方差齐性检验。 通过单因素方差分析

(one-way analysis of variance, ANOVA)评估对照组

和实验组间的差异,采用 Tukey’s 法检验,数据表示

为平均值±标准误(Mean±SEM),P<0.05 为显著性

� 差异。

2　 结果(Results)
2. 1　 暴露水体和仔鱼中 EHDPP 浓度

暴露水体和仔鱼中 EHDPP 浓度如表 2 所示,实
验水体 EHDPP 名义浓度为 0、1、10、100、250 和 500
μg·L-1,更换暴露液 (T0 )后水体实际浓度为 ND、

� (0.48±0.11)、(6.56±0.08)、(67.92±2.61)、(139.26±3.07)
和(172.38±4.57) μg·L-1。 更换暴露液 24 h 后(T24 )

� 水体实际浓度为 ND、(0.02±0.01)、(0.78±0.09)、(8.50±
1.70)、(21.44±1.27)和(37.67±1.63) μg·L-1。 EHDPP
暴露 5 d 后,0、1、10、100、250 和 500 μg·L-1暴露组

仔鱼中的 EHDPP 含量分别为 ND、(0.16±0.05)、(1.48±
0.20)、(13.44±2.38)、(58.48±1.10)和(115.12±2.77) μg
·g-1(以干质量计)。
2. 2　 仔鱼生长发育终点指标

EHDPP 暴露 5 d 斑马鱼仔鱼生长发育终点指

标的影响如表 3 所示,与对照组相比,10、100、250
和 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组斑马鱼存活率分别显

著降低 7.14% (P<0.01)、8.61% (P<0.001)、8.06% (P<
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� 0.01)和 9.52% (P<0.001),100、250 和 500 μg·L-1

� EHDPP 暴露组孵化率分别显著降低 21.83% (P <
� 0.01)、31.31%和 31.62% (P<0.001)。 100、250 和 500 μg

·L-1 EHDPP 暴露组畸形率分别显著升高 160.08% 、
170.07% (P<0.05)和269.61% (P<0.01)。 100、250 和500
μg·L-1 EHDPP 暴露组,心率和体长分别显著降低

6.00% 、16.10% 、20.10%和 4.37% 、6.64% 、6.80% (P<
� 0.001)。

2. 3　 仔鱼 TG 和 TC 含量

如图 1(a)和 1(b)所示,与对照组相比,TG 和 TC
在 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组显著下调,TC 和 TG
分别显著降低 20.67%和 36.17% (P<0.05)。

表 1　 基因的引物序列信息

Table 1　 Primers sequences for tested genes

基因名称

Gene name
正义链序列(5’ ~ 3’)
Sense strand (5’ ~ 3’ )

反义链序列(5’ ~ 3’ )
Antisense strand (5’ ~ 3’ )

基因登录号

Gene ID

gapdh ctggtgacccgtgctgctt tttgccgccttctgcctta NM_001115114

pparα catcttgccttgcagacatt cacgctcacttttcatttcac NM_001102567.1

pparβ gcgtaagctagtcgcaggtc tgcaccagagagtccatgtc XM_694808.9

acox1 atgcctggaacaacacttcc agacccttcagcctctgtga NM_001005933.2

mttp ctcagctggtggatgcagta atctctgtgctgccgatctt NM_212970.2

acc ctatccgacgctgggcttac gcgatgccgttcttgtgc XM_009298360

fas atggagttttcagggcgag gggaataatatgcggtggc XM_009306807

dgat2 catggcatcttgtgttttgg tcggtttactgggcagattc NM_001030196

apoe tgacctcaagcacgtcactc ggggaaaaccagcacttgta XM_689735

plog1 ggtgaccagtgaagaccgata gtccactgcgctaaagaagg XR_029715

18rs-rrn agcgtgcgggaaaccacgag aagccgcaggctccactcct NM_001304195.1

fundc1 agaagcagtgagtgcaatgga tggcacaatatatctctctcctg NM_001002711.2

pink1 tcagcgttacataaacaacactac tcggctgagaacatgctttact NM_001008628.1

drp1 cgatcctcttggcggactta ttcacctgcctcttcaccag XM_017351314.1

fis1 gaaccggacaacaaacaggc ccggccacacctaatccaat NM_001310843.2

opa1 tctccagcgaaactactggc ttgaactgcttgtctccgct XM_021476848.1

mfn1 agactcggaggagaggaagg aggccaaaacactcgaacca XM_017351315.2

表 2　 暴露液和仔鱼中 2-乙基己基二苯基磷酸酯(EHDPP)浓度

Table 2　 Concentration of 2-ethylhexyl diphenyl phosphate (EHDPP) in exposure solution and zebrafish larvae

名义浓度/(μg·L-1 )
Nominal concentration/(μg·L-1 )

实际浓度/(μg·L-1 )
Measured concentration/(μg·L-1 )

T0 T24

斑马鱼仔鱼 EHDPP 含量

/(μg·g-1 )(以单位干质量计)
Concentration in the zebrafish larvae

/(μg·g-1 )(Based on dry mass)

0 NDa NDa NDa

1 0.48±0.11 0.02±0.01 0.16±0.05

10 6.56±0.08 0.78±0.09 1.48±0.20

100 67.92±2.61 8.50±1.70 13.44±2.38

250 139.26±3.07 21.44±1.27 58.48±1.10

500 172.38±4.57 37.67±1.63 115.12±2.77

注:NDa 表示未检测到,实验数据以平均值±标准误表示(mean±SEM);每组 3 个重复用以测定暴露液浓度,3 个重复样本(n =3)用于测定仔鱼中

� 的浓度;T0 表示更新暴露液 0 h 后,T24 表示 24 h 更新暴露液前。

Note: NDa means not detected; data are presented as mean±SEM; each group contains 3 replicates (n =3) for aqueous concentration determination and

� three replicate samples (n =3), three tissues pooled as one sample for concentration determination in zebrafish larvae; T0 means after (0 h) the renewal of

exposure solutions, and T24 before (24 h) the renewal of exposure solutions.
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表 3　 EHDPP(0、1、10、100、250 和 500 μg·L-1)暴露 5 d 对斑马鱼仔鱼存活率、畸形率、孵化率、心率和体长的影响

Table 3　 Survival rate, malformation rate, hatching rate, heart rate and body length in zebrafish
larvae exposure to EHDPP (0, 1, 10, 100, 250 and 500 μg·L-1) for 5 d

0 μg·L-1 1 μg·L-1 10 μg·L-1 100 μg·L-1 250 μg·L-1 500 μg·L-1

存活率/%

Survival rate/%
91.00±2.18 89.33±0.29 84.50±2.18** 83.17±2.57*** 83.67±1.67** 82.13±1.04***

畸形率/%

Malformation rate/%
1.67±0.29 3.00±0.50 3.17±2.02 4.33±1.14* 4.50±0.50* 6.17±0.29***

孵化率(72 h)/%

Hatching rate (72 h)/%
90.04±3.71 82.46±9.12 80.40±5.40 70.39±2.38** 61.85±1.24*** 61.57±1.42***

心率/(次·min-1 )

Heart rate/(brats·min-1 )
219.90±8.52 216.60±7.72 218.40±6.83 206.70±6.37*** 184.50±13.74*** 175.90±8.28***

体长/mm

Body length/mm
3.90±0.10 3.95±0.07 3.95±0.10 3.79±0.14*** 3.70±0.11*** 3.69±0.18***

注:每个浓度 3 个平行,每个平行 200 枚胚胎;实验数据以平均值±标准误表示(mean±SEM);*表示暴露组与对照组之间具有显著性差异(*P<
� 0.05、**P<0.01、***P<0.001)。

Note: There were three replicates and each replicate contained 200 embryos; data were expressed as mean±SEM; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
� indicated significant difference between exposure groups and the control group.

图 1　 不同浓度 EHDPP 处理组仔鱼中甘油三酯(TG)和总胆固醇(TC)的含量

注:50 尾仔鱼为一个样本,每个浓度 3 个平行;实验数据以平均值±标准误表示(mean±SEM);
*表示暴露组与对照组之间具有显著性差异(*P<0.05)。

Fig. 1　 Contents of triglycerides (TG) and total cholesterol (TC) in zebrafish larvae after different EHDPP exposure
Note: Data were expressed as mean±SEM of three replicates (50 larvae were sampled as one replicate);

* P<0.05 indicate significant difference between exposure groups and the control group.

2. 4　 仔鱼 ATP 和 ROS 水平

如图 2(a)所示,与对照组相比,ROS 在 250 μg·
L-1和500 μg·L-1 EHDPP 暴露组显著上调,ROS 含量

分别显著升高 86.39%和 99.49% (P<0.05)。 如图 2(b)
� 所示,与对照组相比,500 μg·L-1处理组 ATP 水平显

著性降低 40.20% (P<0.05)。
2. 5　 EHDPP 对斑马鱼早期生命阶段抗氧化系统的

影响

　 　 EHDPP 暴露 5 d 后测定斑马鱼仔鱼的 SOD 活

力、CAT 活力以及 GSH 含量。 如图 3(a)所示,与对

照组相比,SOD 在 100 μg·L-1、250 μg·L-1 和 500
μg·L-1 EHDPP 暴露组显著下调,SOD 酶活力分别

显著降低 30. 90% (P < 0. 05 )、 44. 07% (P < 0. 01 )
� 和 43.95% (P<0.01)。 此外,如图 3(b)所示,与对照组

� 相比 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组的 GSH 含量显著降

低 58.05% (P<0.05)。 而如图 3(c)所示,CAT 酶活力

� 与对照组相比无显著性差异。
2. 6　 EHDPP 暴露后斑马鱼脂质代谢和调控线粒体

功能的基因表达的影响

　 　 斑马鱼脂质代谢基因表达如图 4(a)所示,与对
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图 2　 EHDPP 对斑马鱼早期生命阶段 ROS 和 ATP 的影响

注:EHDPP 暴露 5 d 后 ROS 相对荧光强度(a)和 ATP 水平(b)的变化;ROS 表示活性氧;ATP 表示三磷酸腺苷;
结果以样本的平均值±标准误表示;*P<0.05 表示处理组与对照组之间有显著性差异。

Fig. 2　 Effects of EHDPP on ROS and ATP during zebrafish early life stage
Note: The ROS relative fluorescence intensity (a) and the ATP level (b) in zebrafish embryos after exposure to EHDPP for 5 d;

ROS represents reactive oxygen species; ATP represents adenosine triphosphate; the results were expressed as mean±SEM
of three samples; *P<0.05 indicates significant difference between exposure groups and the control group.
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图 3　 不同 EHDPP 暴露水平对斑马鱼仔鱼氧化应激指标(SOD、GSH 和 CAT)的影响

注:EHDPP 暴露 5 d 后指标变化;SOD 表示超氧化物歧化酶;GSH 表示还原型谷胱甘肽;CAT 表示过氧化氢酶;
结果以样本的平均值±标准误表示;处理组与对照组之间有显著性差异,*表示 P<0.05,**表示 P<0.01。

Fig. 3　 Effect of exposure to EHDPP on SOD, GSH and CAT in zebrafish larvae
Note: The changes of indice in zebrafish larvae after EHDPP exposure for 5 d; SOD represents superoxide dismutase; GSH represents

glutathione; CAT represents catalase; the results were expressed as mean±SEM of three samples; *P<0.05,
**P<0.01 indicate significant difference between exposure groups and the control group.
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照组相比,pparα、pparβ、acox1 和 acc 基因在 500 μg
� ·L-1 EHDPP 暴露组显著上调, 分别下调 3. 23

倍、2.31 倍、2.00 倍和 3.11 倍。 而 apoe 基因表达量

� 与对照组相比,在 250 μg·L-1和 500 μg·L-1 EHDPP
暴露组显著性下调,分别下调 2.32 倍和 2.71 倍。 与

对照组相比,mttp 和 dgat2 基因表达量在 500 μg·
� L-1 EHDPP 暴露组显著降低,分别下调 1.63 倍和

1.67 倍,fas 基因表达量在 250 μg·L-1和 500 μg·L-1

� EHDPP 暴露组显著降低,分别下调 2.30 倍和 2.39 倍。
斑马鱼调控线粒体功能的基因表达如图 4(b)所

示,与对照组相比,plog1 和 mfn1 基因表达量无显

� 著性变化,而 18rs-rrn 基因表达量在 250 μg·L-1和

� 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组显著性下调,分别下

调 4.78 倍和 5.08 倍,fis1 基因表达量在 500 μg·L-1

� EHDPP 暴露组显著升高 1.34 倍。 drp1 和 opa1 基因

表达量在 250 μg·L-1和 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组

显著升高,分别升高 1.94 倍、1.84 倍和 1.60 倍、1.66
倍,fundc1 基因表达量在 100、250 和 500 μg·L-1

� EHDPP 暴露组显著性上调,分别上调 1.74 倍、1.95
倍和 2.21 倍,pink1 基因表达量在 500 μg·L-1 EHDPP

� 暴露组显著性上调,上调 2.26 倍。

EHDPP 干扰脂质代谢异常的信号通路如图 4(c)
所示,EHDPP 暴露会导致线粒体分裂和融合出现异

常,ROS 升高,斑马鱼产生线粒体功能障碍,斑马鱼

激发线粒体自噬维持自身稳态。 EHDPP 暴露也会

导致 ATP 含量降低,同时调控脂肪从头合成的基因

表达减少(fas 和 dgat2),这些因素共同导致脂质合成

� 减少。 EHDPP 也可能通过引发斑马鱼线粒体功能

障碍破坏脂肪酸 β 氧化,调控脂肪酸 β 氧化的相关

基因表达升高(pparα、pparβ 和 acox1),致使脂肪酸 β
� 氧化的增强加剧脂质分解,斑马鱼脂质分解与合成

的失衡致使斑马鱼体内脂质含量减少,同时调控脂

蛋白合成转运的基因(mttp 和 apoe)表达下降,这些

� 影响最终导致斑马鱼幼鱼脂质代谢紊乱。 线粒体功

能障碍也会导致生物体 ROS 过度积累,这可能会进

一步加速脂质过氧化,从而加剧脂质代谢紊乱。

3　 讨论(Discussion)
近年来有机磷阻燃剂的大量使用导致 EHDPP

在不同环境介质中被频繁检出[29],EHDPP 带来的环

境风险已不容忽视。 多项离体研究表明 EHDPP 具

有干扰脂质代谢的不良影响,但 EHDPP 脂质代谢的
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图 4　 EHDPP(0、1、10、100、250 和 500 μg·L-1)暴露 5 d 对斑马鱼仔鱼基因表达的影响

和 EHDPP 干扰脂质代谢异常的信号通路

注:EHDPP 暴露 5 d 后,调控脂质代谢(a)和调控线粒体功能(b)的基因转录变化,(c) EHDPP 干扰脂质

代谢异常的信号通路;红色箭头表示 EHDPP 暴露后基因表达显著增加,绿色箭头表示 EHDPP 暴露后

基因表达显著降低;30 尾仔鱼为一个样本,每个浓度 3 个平行;实验数据以平均值±标准误表示(mean±SEM);
*表示暴露组与对照组之间具有显著性差异(*表示 P<0.05、**表示 P<0.01、***表示 P<0.001)。

Fig. 4　 Gene transcription of zebrafish and possible pathway analysis of lipid metabolism in zebrafish larvae after

exposure to EHDPP (0, 1, 10, 100, 250 and 500 μg·L-1 ) for 5 d
Note: mRNA expressions of genes involved in lipid metabolism (a) and mitochondrial function (b) after EHDPP exposure for 5 d,

(c) The possible pathway analysis of lipid metabolism after exposed to EHDPP; the red arrows indicate that the gene increased significantly

by EHDPP exposure, and the green arrows indicate that the gene decreased significantly by EHDPP exposure when compared to

the control group; data were expressed as mean±SEM of three replicates (30 larvae were sampled as one replicate);

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 indicate significant difference between exposure groups and the control group.

干扰效应在活体研究中仍较为匮乏。 因此,本研究

将斑马鱼胚胎暴露于不同浓度 EHDPP 中 5 d,探究

EHDPP 对斑马鱼脂质代谢的影响及其潜在的机制。
我们发现 EHDPP 急性暴露后能够在仔鱼体内

蓄积。 1、10、100、250 和 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组

仔鱼体内检测出 EHDPP 的含量分别为(0.16±0.05)、
(1.48±0.20)、(13.44±2.38)、(58.48±1.10)和(115.12±2.77)
μg·g-1(以单位脂质量计)。 该结果在斑马鱼幼鱼[14]

和日本青鳉肝脏[30]观察到显著的 EHDPP 生物蓄积

现象相似,EHDPP 的高亲脂性可能是 EHDPP 的生

物蓄积的原因(log Kow =5.73)。 斑马鱼经过 EHDPP

� 5 d 暴露后,100、250 和 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组

的仔鱼孵化率、心率、存活率和体长显著降低;畸形

率显著性升高,表明 EHDPP 引发显著的斑马鱼生

长发育毒性。 类似的研究表明 EHDPP(1、10 和 100
μg·L-1)会造成斑马鱼仔鱼的生长抑制[14],也有研究

显示 140 nmol·L-1 EHDPP 增加斑马鱼仔鱼畸形率,
1 400 nmol·L-1 EHDPP 显著抑制斑马鱼仔鱼体长[31],
此外,Li 等[30]发现 405 ng·L-1和 1 161 ng·L-1 EHDPP
暴露雌性日本青鳉 35 d 会导致子代仔鱼眼部畸形和

视觉障碍,对野生鱼类构成生存风险。 这些研究提示

EHDPP 对水生生物具有生长发育毒性。
本研究结果显示,与对照组相比,500 μg·L-1

EHDPP 暴露组的斑马鱼 TG 和 TC 显著性降低。 一

项新发表的研究表明,斑马鱼仔鱼暴露于 200 μg·
L-1 EHDPP 7 d 后,肝脏中的脂质积累含量会降

低[32],其效应浓度低于本研究实验可能是由于暴露

时间的不同。 EHDPP 引起生物体脂质减少的现象
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在哺乳动物中也有报道:围产期小鼠暴露于 EHDPP
(300 μg·kg-1·d-1 )可降低其后代中雄性小鼠的 TG
水平[20]。 也有研究发现其他的有机磷阻 燃 剂

(OPFRs)暴露会降低生物体 TG 和 TC,例如 500 mg·
kg-1·d-1磷酸三(1,3-二氯-2-丙基)酯(TDCIPP)暴露小

鼠 12 周后,小鼠血清中 TG 和 TC 显著性降低[33]。
为进一步探索 EHDPP 引发脂质减少的潜在机制,
检测脂质代谢相关基因表达。 脂肪酸合酶(FAS)催
化脂肪酸合成(FAs)[34]。 辅酶 A 羧化酶 α(acc)是乙

酰辅酶 A 转化为丙二酰辅酶 A 的关键限速酶,在
FAs 的从头合成途径中起重要作用[35]。 二酯酰甘油

酰基转移酶 2(dgat2)编码参与二酰基单甘油和三酰

� 基甘油合成途径的酶进而调控脂质合成[36]。 我们观

察到,EHDPP 暴露降低斑马鱼 fas 和 dgat2 的转录

� 水平,升高 acc 的基因表达,提示 EHDPP 可能抑制

� 脂质的合成。
载脂蛋白 E(APOE)作为一种经典的脂质结合

蛋白,可以与胆固醇或其他脂质结合形成脂蛋白颗

粒,从而介导中枢神经系统和外周组织中的脂质转

运[37]。 微粒体甘油三酯转移蛋白(MTTP)是一种内

质网驻留蛋白,可转移 TG 以促进脂蛋白形成[38]。
apoe 和 mttp 基因表达的下调表明 EHDPP 可能抑制

脂质的转运。 这也与另一项研究一致:在围产期小

鼠暴露于 300 μg·kg-1·d-1的 EHDPP 后,后代雄性

小鼠 mttp 基因表达量显著降低,TG 水平下降[20]。
� 过氧化物酶体增殖物激活受体(PPAR)α 和 β 在线

粒体 β 氧化和调节脂肪酸分解代谢中起重要作

用[39-40],酰基辅酶 A 氧化酶 1(ACOX1)是一种控制

脂肪分解的限速酶,对极长链脂肪酸的 β 氧化至关

重要[41]。 我们观察到 pparα、pparβ 和 acox1 基因在

� 500 μg·L-1 EHDPP 暴露组显著上调,这表明 EHDPP
可能通过 pparα 和 pparβ 介导的脂质代谢途径促进脂

肪酸 β 氧化加速脂质分解。 与本研究结果类似,
Xu 等[32]还发现,斑马鱼仔鱼暴露于 200 μg·L-1

EHDPP 后会导致 pparα 转录丰度增加。
ATP 参与脂肪酸从头合成过程,观察到斑马鱼

暴露于 500 μg·L-1 EHDPP 后,ATP 水平显著下降。
ATP 水平改变提示机体可能发生线粒体功能障

碍[42]。 我们推测 EHDPP 可能诱发斑马鱼线粒体功

能障碍致使 ATP 减少影响脂质代谢。 线粒体发生

损伤和功能障碍主要表现在线粒体 ATP 水平下降、
氧化应激异常、mtDNA 损伤和线粒体动力学失衡等

方面[43]。 为证实 EHDPP 是否引发线粒体功能障

碍,测定线粒体氧化应激,ROS 是细胞中的氧化还

原产物,是氧化应激的引发剂[44]。 我们发现,250 μg
·L-1和 500 μg·L-1 EHDPP 暴露会导致斑马鱼 ROS
增多,这也在其他有机磷阻燃剂的研究中观察到,例
如 400 μmol·L-1 TDCIPP 处理人肝细胞(HepG2)增
加了细胞内 ROS 水平[45]。 我们进一步检测 SOD 酶

活力和 GSH 含量,结果表明 500 μg·L-1 EHDPP 会

抑制 SOD 酶活力和 GSH 含量,SOD 作为抗氧化系

统中的第一道防御屏障,可催化超氧阴离子自由基

转化为过氧化氢和氧气[46],这与之前 EHDPP 的研

究结果相似,顾杰等[47]发现 EHDPP(0.2 mg·L-1和 2
mg·L-1 )会显著抑制斑马鱼 SOD 的活力。 非酶系

(如 GSH)是生物体内存在清除活性氧和自由基的一

大抗氧化体系,GSH 的变化可以用于检测生物的抗

氧化能力[48],SOD 和 GSH 的变化可能是机体抗氧

化系统被激活,消耗 SOD 和 GSH 来清除过量 ROS,
从而减轻氧化损伤。 总的来说,EHDPP 会引发 ROS
异常升高导致线粒体功能障碍,机体自身产生氧化

应激用以清除 EHDPP 造成的损伤。
线粒体可以融合以适应能量需求的变化,而线

粒体异常损伤的部分可以通过分裂或线粒体自噬以

维持适当的线粒体形态和整体功能[43]。 机体在动力

蛋白超家族 GTP 酶(视神经萎缩蛋白(optic atrophy 1,
opa1)、线粒体融合蛋白 1(mitochondrial fusion protein 1,
Mfn1)、线粒体融合蛋白 2(Mfn2))的调控下会促进 2
个线粒体融合机体,也会通过动力蛋白相关蛋白受

体(线粒体分裂蛋白 (mitochondrial fission protein 1,
fis1))招募线粒体动力相关蛋白(dynamin-related pro-
tein, drp1)到线粒体外膜,随后收缩线粒体以促进线

粒体裂变[49]。 斑马鱼仔鱼暴露于 EHDPP 后 fis1、
drp1、和 opa1 基因表达水平显著性上升, 表明

� EHDPP 可能促进斑马鱼线粒体的分裂和融合。
18rs-rrn 调控线粒体 mtDNA 转录和复制[50],我们发

� 现 18rs-rrn 基因表达显著性降低,提示 EHDPP 可能

� 会影响 mtDNA 正常功能,这也在其他阻燃剂中也

有报道,例如五溴联苯醚(BDE-99)会影响神经祖细

胞线粒体 mtDNA 转录复制引发线粒体疾病[51]。
ULK 复合体是细胞自噬的起始剂,其可以易位到线

粒体,激活线粒体自噬受体 FUN14 域蛋白 1(FUN14
domain containing 1, fundc1 ),最终导致线粒体自

噬[52]。 此外,PTEN 诱导激酶 1(PTEN induced puta-
tive kinase 1, pink1)是线粒体自噬的启动因子[53]。
斑马鱼仔鱼暴露于 EHDPP 后 fundc1 和 pink1 基因
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� 表达水平显著性上升,表明斑马鱼线粒体自噬被激

活,过度激活的线粒体自噬可能导致线粒体碎片化,
并进一步导致线粒体损伤[54]。 EHDPP 暴露后机体

线粒体正常生理功能的变化表明 EHDPP 引发线粒

体功能障碍,这在其他有机磷阻燃剂的研究结果相

似,例如:TDCIPP、磷酸三苯酯(TPhP)和磷酸三甲苯

酯(TCP)暴露 AML12 细胞会导致细胞的线粒体结

构紊乱,ROS 水平升高,引发线粒体功能障碍[55]。
总的来说,研究初步表明了 EHDPP 能够引发线粒

体功能障碍,但对线粒体的结构和能量代谢有待更

进一步的研究。
综上所述,结果表明 EHDPP 导致斑马鱼脂质

紊乱,EHDPP 暴露减少斑马鱼的 TG 和 TC 水平。
此外,我们还发现 EHDPP 暴露斑马鱼会引发线粒

体功能障碍,表现在 EHDPP 暴露后斑马鱼 ATP 含

量减少;ROS 水平升高;线粒体 mtDNA 转录复制受

阻;线粒体动力学标志基因发生改变。 EHDPP 引起

生物体脂质减少的机制可能是:EHDPP 暴露导致斑

马鱼产生线粒体功能障碍,最终引起 ATP 含量降

低,同时调控脂肪从头合成的基因表达减少(fas 和

� dgat2),这些因素共同导致脂质合成减少;EHDPP 也

� 可能引发斑马鱼线粒体功能障碍破坏脂肪酸 β 氧化

(acox1),致使脂肪酸 β 氧化的增强加剧脂质分解,斑
马鱼脂质分解与合成的失衡致使斑马鱼体内脂质含

量减少,最终导致斑马鱼幼鱼脂质代谢紊乱。 线粒

体功能障碍也会导致生物体 ROS 过度积累,这可能

会进一步加速脂质过氧化,从而加剧脂质代谢紊乱。
本研究结果为 EHDPP 的毒性机制研究提供了新的

思路。

通信作者简介:余丽琴(1984—),女,博士,副教授,主要研究

方向为生态毒理学。
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