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微囊藻毒素急性暴露对斑马鱼卵巢的损伤效应

张同舟,张学振,刘婉婧,展春华

(华中农业大学水产学院 教育部长江经济带大宗水生生物产业绿色发展工程研究中心,湖北 武汉　４３００７０)

摘要:为了探究蓝藻(Cyanobacteria)大量爆发产生的微囊藻毒素(microcystins,MCs)对鱼类的生殖毒性,以斑马

鱼(Daniorerio)为实验对象,采取腹腔注射毒性最强的 microcystinＧLR(MCＧLR)方式,研究 MCＧLR对斑马鱼卵

巢的损伤效应及其作用机制.对性成熟雌性斑马鱼腹腔注射５０μg/kg和２００μg/kgMCＧLR,在注射３、９、２４、

４８h后取卵巢分析其生理活性指标的变化.结果显示,染毒２４h后,２００μg/kg剂量组斑马鱼性腺指数(gonad
somaticindex,GSI)１４．１４与对照组性腺指数１６．９８相比显著降低(P＜０．０５),其他组别无显著变化;卵巢发生卵

母细胞空泡化、卵母细胞膜与滤泡细胞层连接组织缺失等病理现象;MCＧLR显著抑制了斑马鱼卵巢蛋白磷酸酶

(proteinphosphatase２A,PP２A)活性,并激活促成熟因子(maturationpromotingfactor,MPF)活性;MCＧLR处理

后,斑马鱼卵巢内丝裂原活化蛋白激酶(mitogenＧactivatedproteinkinase,MAPK)家族中的p３８MAPK、ERK１/２
的转录水平显著上调,JNK未发生显著变化.研究表明,MCＧLR抑制斑马鱼卵巢 PP２A 活性,并激活 MPF活性

与 MAPK信号通路中ERK１/２与p３８MAPK的转录水平,进而干扰其卵母细胞的发育进程并产生生殖毒性.
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　　蓝藻(Cyanobacteria)大量爆发会产生天然毒

素,给水生生物造成严重危害,其中最常见的是微囊

藻毒素(microcystins,MCs)(谢平,２００９).已发现

的１００多种 MCs异构体中,微囊藻毒素 microcysＧ
tinＧLR(MCＧLR)是毒性最强烈、研究最深入的一种

(Guptaetal,２００３;Puddicketal,２０１４).在蓝藻水

华爆发的水体中,鱼类直接处于 MCs的暴露之下,
会产生显著的生殖毒性.

大量研究表明,性腺是 MCs除肝脏之外的第二

靶器官,MCs可在鱼类性腺中累积并导致各种病理

损伤(Chenetal,２００５;Papadimitriouetal,２０１０;

Chenetal,２０１６);MCs还可导致鱼类产卵量减少、
受精率下降、幼鱼成活率降低并发育迟缓,且具有亲

本传递效应(Liuetal,２０１４;Zhaoetal,２０１５);此
外,MCs还会干扰鱼类性激素的分泌水平与性激素

合成相关基因的表达(Suetal２０１６;Chengetal,

２０１７;Linetal,２０１８).虽然上述研究论证了 MCＧ
LR对鱼类的生殖毒性作用,但关于其作用机制仍

需进一步探究.

本研究采用腹腔注射 MCＧLR的方式对斑马鱼

(Daniorerio)进行染毒,研究染毒后各个时间点斑

马鱼性腺系数(gonadsomaticindex,GSI)变化与卵

巢的病理损伤,探究卵巢内蛋白磷酸酶 (protein
phosphatase２A,PP２A)、丝裂原活化蛋白激酶(miＧ
togenＧactivatedproteinkinase,MAPK)转录水平、
卵母细胞促成熟因子(maturationＧpromotingfacＧ
tor,MPF)等指标的变化,从而探讨 MCＧLR对斑马

鱼卵母细胞的发育进程可能存在的干扰作用,进一

步论证微囊藻毒素对鱼类的生殖毒性及其致毒机

制.

１　材料与方法

１．１　实验材料

用超纯水将 MCＧLR 配成１ mg/mL 的母液,

８０℃保存备用.实验采用性成熟的４月龄 AB野

生型雌性斑马鱼,购自中国科学院水生生物研究所

国家斑马鱼资源中心.正式实验前,实验鱼暂养

２周以适应环境,饲养于(２８±１)℃的曝气水中,给
予充足的氧气,光暗比为１２h∶１２h,在每日９∶００、

１４∶００、１９∶００喂食.饲料为丰年虫幼虫活体,实验

前４８h和染毒后不再喂食.

１．２　染毒与取样

挑选健康的性成熟斑马鱼１４４尾,随机分为

１２组(３个实验组×４个时间点),设置对照组、低剂



量和高剂量实验组.低、高剂量组按实验鱼体重注

射剂量分别为５０μg/kg、２００μg/kg,注射剂量约为

１/８LD５０和１/２LD５０(Houetal,２０１４;侯杰,２０１７).
用０．７％的生理盐水将微囊藻毒素 MCＧLR 母液稀

释成２．５μg/mL和１０μg/mL的浓度,分别供低、高
剂量组注射使用,每尾鱼按其体重注射２０μL/g.
注射前先对鱼进行称重,再计算得出注射体积,对照

组的实验鱼注射相应体积的生理盐水.
染毒期间,随时观测鱼的状况,及时捞出死鱼,

并做好记录.分别在染毒３、９、２４、４８h后取样,每
个时间点每组随机取鱼１２尾.取样时先将鱼冰浴

１０s,再解剖取出卵巢并剔除结缔组织,将卵巢分成

两部分,置于离心管后 ８０℃冻存.取样时对斑马

鱼和卵巢进行称重并做好记录,性腺指数计算公式:

GSI＝(性腺重×１００)/全鱼重.

１．３　试剂与仪器

MCＧLR 购自中国台湾 Algal公司,PP２A 和

MPF试剂盒购买自上海酶联生物科技有限公司,反
转录 试 剂 盒 PrimeScript与 TB GreenTM AdvanＧ
tage qPCRPremix购自 TaKaRa公司.酶标仪、
荧光定量PCR仪、高速冷冻离心机、显微镜等仪器

均来自华中农业大学水产学院仪器共享平台.

１．４　组织切片制作

解剖分离取出完整卵巢后,将其浸泡于多聚甲

醛.制作石蜡切片并利用苏木素与伊红对比染色法

(H．E对染法)染色.主要步骤包括固定、洗涤、脱
水与透蜡、包埋、切片、贴片、脱蜡复水、染色、水洗、
分化(分色)、漂洗、脱水、透明、封藏等.制作好切片

后,放置在光学显微镜下观察、拍照.

１．５　酶活测定

每组取６个卵巢样品加入PBS缓冲液后匀浆,
离心后得到上清液,再测定其PP２A 和 MPF活性.

PP２A与 MPF活性均严格参照说明书测定.

１．６　基因表达

每组取６个卵巢样品,用 TRIpure裂解液提取

出总RNA后,在微孔板分光光度计上测定总 RNA
浓度与A２６０/A２８０,利用反转录试剂盒将总 RNA 反

转录为cDNA,２０℃保存备用.RealTimePCR反

应体系２０μL:１０μLTBGreen,cDNA０．２μL,正、
反引物各０．８μL,无RNA酶水７．８μL.反应条件:

９５℃预变性 ５ min,９５℃、１０s,５６℃、２０s,７２℃、

２０s,共 ４０ 个 循 环.实 验 所 用 的 引 物 由 Primer
premier５．０软件设计而得(表１),最后采用２ＧΔΔCt法

进行数据分析.
表１　实时荧光定量PCR引物序列

Tab．１　PrimersequencesforrealＧtimePCR

基因 正向引物ＧF 反向引物ＧR

p３８α CCCGTGCAGTATCAGAACTT CAGACTTGTGGCAGGTGTAA
p３８β CGGAGCGGTACCAGAATTTA CGGGAGAGTTTCTTCACTGC
erk１ TTTGCGAAGGCGACGATTTG GTATCGGGGGCCAACATCAA
erk２ TCCACTCCGCAAACGTTCTT CATACTCCGTCAGGAAGCCG
jnk１ TACTGCTACGTCGTCTTGCC GGACGTGCCATTTAATGAACC

１８SrRNA TCGCTAGTTGGCATCGTTTATG CGGAGGTTCGAAGACGATCA

１．７　统计分析

文中实验数据均采用平均值±标准误(Mean±
SE)表示.数据采用SPSS１９．０进行统计学分析,
用Levene′s检验方差齐性,必要时对数据进行转

换,再进行单因素方差分析(OneＧWayANOVA),
然后进行Duncan′s检验,以比较分析处理组和对照

组(CK)的显著性.显著性水平设定为P＜０．０５和

P＜０．０１,在图中分别用∗和∗ ∗ 表示.图片在

GraphPadSoftware６软件中绘制而成.

２　结果与分析

２．１　斑马鱼行为观察与死亡率

注射 MCＧLR后,斑马鱼出现游泳速度加快、上
下窜动等现象,以高剂量组更突出.２４h后,高剂

量组处还出现上下翻滚、打转等行为,并观测到鱼体

表出血(图１).整个实验阶段,对照组和低剂量组

图１　注射 MCＧLR(２００μg/kg)２４h后引起斑马鱼体表出血

Fig．１　Zebrafishsurfacebleedingat２４hafterinjection

ofMCＧLR(２００μg/kg)
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未有鱼死亡,高剂量组在染毒２４h和４８h后的死

亡率分别为８．３％和１６．７％.

２．２　斑马鱼性腺指数变化

如图２所示,染毒２４h后,２００μg/kg剂量组斑

马鱼 GSI(１４．１４)与对照组(１６．９８)相比显著降低

(P＜０．０５),其余无显著性变化.

２．３　卵巢组织病理变化

如图３所示,不同剂量的 MCＧLR 注射至斑马

鱼体内后,各个时间点斑马鱼卵巢组织出现病理损

伤.在对照组卵巢中,各期卵母细胞清晰可见,成熟

卵母细胞内部充满着卵黄颗粒(图３ A);而注射

MCＧLR后,低、高剂量组斑马鱼卵巢在各个时间点

均出现病理变化,主要有卵母细胞与周围的滤泡细

胞层间连接组织缺失以及卵母细胞实质组织出现空

泡化现象.

图２　腹腔注射 MCＧLR后斑马鱼性腺系数的变化

Fig．２　Changesinthegonadosomaticindex(GSI)ofzebrafish
withdifferentMCＧLRtreatments

２．４　卵巢内PP２A活性变化

如 图 ４ 所 示,在 ３h 时 间 点,５０μg/kg 和

２００μg/kg处理组PP２A活性均显著降低,其他时间

点,高剂量组PP２A活性均显著降低(P＜０．０５).

　　A:对照组卵巢;B:注射３h后的卵巢(５０μg/kg);C:注射３h后的卵巢(２００μg/kg);D:注射９h后的卵巢(５０μg/kg);E:注射９h后的卵

巢(２００μg/kg);F:注射２４h后的卵巢(５０μg/kg);G:注射２４h后的卵巢(２００μg/kg);H:注射４８h后的卵巢(２００μg/kg).空泡化卵母细胞

(☆);卵母细胞与滤泡细胞层连接组织缺失(→).标尺＝１００μm

图３　腹腔注射不同浓度 MCＧLR后各时间点斑马鱼卵巢病理损伤

A:ovaryofthecontrolgroup;B:ovary３hafterinjection(５０μg/kg);C:ovary３hafterinjection(２００μg/kg);D:ovary９hafterinjecＧ

tion(５０μg/kg);E:ovary９hafterinjection (２００μg/kg);F:ovary２４hafterinjection(５０μg/kgBW);G:ovary２４hafterinjection
(５０μg/kg);H:ovary４８hafterinjection(２００μg/kg)．Vacuolatedoocyte(pentagram);LackofconnectivetissuebetweenoocyteandfollicuＧ

larcelllayer．Barsrepresent１００μm

Fig．３　PathologyofzebrafishovariesatdifferenttimeafterintraperitonealinjectionofMCＧLR
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图４　腹腔注射不同浓度 MCＧLR后斑马鱼

卵巢PP２A活性的变化

Fig．４　ChangesofPP２Aactivityinzebrafishovariesafter
intraperitonealinjectionofMCＧLR

２．５　卵巢内 MPF活性变化

如图５所示,腹腔注射５０μg/kg、２００μg/kg
MCＧLR后,２个剂量组的斑马鱼卵巢内 MPF活性

在３h时间点均显著升高,高剂量组在染毒２４h后

显著升高(P＜０．０５).

图５　腹腔注射不同浓度 MCＧLR后斑马鱼

卵巢 MPF的活性变化

Fig．５　ChangesofMPFactivityinzebrafishovariesafter
intraperitonealinjectionofMCＧLR

２．６　卵巢内 MAPK相关基因表达

注射低剂量 MCＧLR可引起p３８β和erk１转录

水平的上调,但p３８β、erk２和jnk１无变化;注射高

剂量 MCＧLR,p３８α、p３８β、erk１、erk２的转录水平与

对照组相比均有上调的趋势(P＜０．０５),jnk１仍无

明显变化(图６).

图６　腹腔注射不同浓度 MCＧLR对斑马鱼卵巢 MAPK家族基因表达量的变化

Fig．６　ChangesingeneexpressionoftheMAPKfamilyinzebrafishovariesafterintraperitonealinjectionofMCＧLR

３　讨论

３．１　MCＧLR可导致鱼体脑组织病变和血液渗透

本研究中,斑马鱼存在游泳异常、体表出血等现

象,是腹腔注射较高剂量 MCＧLR 后产生毒性的显

著表现,以往对斑马鱼和鲫(Carassiusauratus)的
研究也曾出现类似现象(Zhangetal,２００７;Houet
al,２０１４).斑马鱼游泳异常可能与 MCＧLR对其脑

组织造成损伤、产生神经毒性有关.事实上,曾有学

者在腹腔注射藻毒素粗提液后鲫的脑组织中检测到

MCs,并发现 MCＧLR 可导致斑马鱼脑细胞发生病

变,影响神经递质分泌(Leietal,２００８;Houetal,

２０１７;Wuetal,２０１７);而鱼体表出血可能是由于腹

腔注射 MCＧLR后导致其体内血液发生渗透(Zhang
etal,２００７).

３．２　GSI与 MCＧLR剂量效应及时间响应度有关

在研究毒素对斑马鱼、青鳉(Oryziaslatipes)
等模式鱼类的毒性时,GSI是常用的生殖能力评价
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指标(Tiltonetal,２００３;Houetal,２０１６);有学者用

MCＧLR浸泡斑马鱼,发现斑马鱼 GSI降低(Liuet
al,２０１６;侯杰,２０１７).本研究中,高剂量 MCＧLR注

射雌性斑马鱼２４h后,其 GSI显著降低.这表明

GSI变化可能与 MCＧLR的剂量效应和时间响应度

有关;另一方面也说明染毒后２４h可能是 MCＧLR
对斑马鱼卵巢产生最大毒性作用的时间.

本研究发现,腹腔注射 MCＧLR 后３~４８h,斑
马鱼卵巢均出现卵母细胞空泡化、卵母细胞与滤泡

细胞层脱离等损伤,高剂量组在４８h后卵母细胞空

泡化现象尤为严重.本结果与 Hou等(２０１４)的研

究结论一致,用 MCＧLR 亚慢性暴露斑马鱼也曾发

现类似的病理现象 (Qiaoetal,２０１３;Liuetal,

２０１６).在 MCＧLR对青鳉的亚慢性暴露实验中,曾
首次报道 MCＧLR导致卵母细胞膜与滤泡细胞连接

损伤,这可能会影响卵母细胞与体细胞之间的物质

交换,导致卵母细胞内卵黄存储减少(Tiltonetal,

２００３;苏玉晶,２０１６).因此,本研究认为,卵母细胞

内卵黄存储减少及其实质组织发生空泡化,会进一

步导致卵母细胞发育不良与鱼类 GSI降低,最终对

胚胎发育产生不利影响.

３．３　MCＧLR对斑马鱼生理活性指标的影响

本研究中,各时间点斑马鱼卵巢 PP２A 活性受

到显著抑制,与大量前期研究结果一致(Mackintosh
etal,１９９０;Sunetal,２０１４),表明 MCＧLR可强烈抑

制PP２A 活性.低剂量组仅在３h后受到抑制,高
剂量在各个时间点均被抑制,可见 MCＧLR对PP２A
抑制 作 用 与 暴 露 浓 度 和 处 理 时 间 有 关;郑 群 等

(２０１１)也有过类似发现.PP２A 能参与调节细胞周

期、生长、凋亡和信号转导等生理过程,抑制 PP２A
是 MCＧLR最重要的致毒机制,会引起下游一系列

的反应(Yangetal,２０１６).

MPF是促进卵母细胞成熟的关键调节因子(韩
树标等,２００７;李国鹏,２０１１).本研究中,MCＧLR能

显著提高 MPF活性.有研究表明,PP２A 是 MPF
有力 的 负 调 节 因 子,能 灭 活 MPF 的 催 化 亚 基

P３４cdc２(Leeetal,１９９１;１９９４).染毒３h后,两个剂

量组 MPF活性升高,PP２A 的活性显著降低,推测

是 MCＧLR先抑制PP２A活性后、再激活 MPF;而染

毒９、２４、４８h后,高剂量组PP２A活性一直被抑制,
但仅２４h时高剂量组的 MPF活性显著升高.事实

上,MPF的活性受到多种上游因子的调控,比如蛋

白激酶C(PKC)通路、MAPK通路、１７α,２０βＧ双羟孕

酮等(Kondoetal,１９９７;陈大元,２０００;韩树标等,

２００７;Zhangetal,２００９;李国鹏,２０１１),因此导致

MPF含量在卵母细胞成熟过程中呈规律性增减.
可能正是这些原因,导致 MCＧLR处理后,不同时间

点的 MPF活性变化趋势不一致.

MAPK在真核细胞中广泛存在,包括细胞外信

号调节激酶(extracellularsignalＧregulatedprotein
kinase,ERK)、p３８MAPK、cＧJun 氨基末端激酶(cＧ
junaminoＧterminalkinase,JNK)(Junttilaetal,

２００７;Sunetal,２０１５)３种亚型;其中,ERK１/２和

p３８MAPK已被广泛证明在动物配子的发育中发挥

关键 作 用 (Sobinoffetal,２０１３;Sunetal,２０１５;

Wangetal,２０１５).本研究中,腹腔注射 MCＧLR
后,p３８β、p３８α、ERK１、ERK２被激活.有研究表

明,MAPK受到蛋白磷酸酶PP２A调控,PP２A抑制

剂能通过抑制PP２A而激活 MAPK(Seshacharyulu
etal,２０１３).刘云等(２０１７)研究表明,用 PP２A 抑

制剂冈田酸 OA处理后人肝癌细胞,MAPK家族的

转录水平、总蛋白表达量、磷酸化水平变化均显著升

高;推测 MAPK 转录水平上调,可能是因为 PP２A
活性被抑制导致的,即 MCＧLR处理后,抑制 PP２A
活性,并激活 MAPK 通路.研究表明,在一些脊椎

动物卵母细胞发育过程中,MAPK 与 MPF两者活

性变化通常具有同步性,并可能存在互相激活的作

用(Fan & Sun,２００４;韩 树 标 等,２００７;李 国 鹏,

２０１１;Tokumotoetal,２０１１;Leeetal,２０１６).本研

究中也可能存在类似的作用机制,如染毒２４h后高

剂量组 MPF活性再次被激活,可能与p３８MAPK
和ERK１/２转录水平的上调后存在某种联系.

MAPK在卵母细胞发育过程中具有启动第一

次减数分裂恢复并促进卵母细胞发泡破裂(germiＧ
nalvesiclebreakdown,GVBD)的重要作用,卵母细

胞 GVBD率与 MAPK活性呈正相关(Fan&Sun,

２００４;李国鹏,２０１１;Tokumotoetal,２０１１);而斑马

鱼中 GVBD的发生与 MPF激活几乎又是同时发生

的,在鲤(Cyprinuscarpio)中也发现 MAPK 能激

活 MPF 的催化亚基cdc２ 并诱导 GVBD 的发生

(Pauletal,２００９;李国鹏,２０１１).基 于 MPF 与

MAPK在卵母细胞发育中的作用,推测 MPF活性

的提高与 MAPK转录水平的升高,可能暗示着其卵

母细胞第一次减数分裂的恢复和 GVBD的提前.

４　小结

(１)腹腔注射 MCＧLR后,斑马鱼卵巢组织受到

损伤,GSI降低.
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(２)MCＧLR急性暴露后,斑马鱼卵巢 PP２A 活

性明显抑制,激活了 MPF活性与 MAPK信号通路

中ERK１/２与p３８MAPK的转录水平.
(３)MPF活性与 MAPK家族转录水平的激活,

可能会诱导斑马鱼卵母细胞发生 GVBD,表明 MCＧ
LR对卵母细胞减数分裂的进程具有干扰作用.

(４)后期应深入探究 MCＧLR 可能存在的干扰

卵母细胞发育的机制,如采用 MAPK 抑制剂与

MCＧLR联合暴露等方式,研究 MAPK 信号通路的

转录水平与磷酸化水平的变化;或设置更多时间点,
探究 MCＧLR毒性作用随时间的变化趋势.
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OvaryDamageinZebrafishResultingfromAcuteExposuretoMCＧLR

ZHANGTongＧzhou,ZHANGXueＧzhen,LIU WanＧjing,ZHANChunＧhua

(CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,EngineeringResearchCenterof
GreendevelopmentforConventionalAquaticBiologicalIndustryintheYangtzeRiver

EconomicBelt,MinistryofEducation,Wuhan　４３００７０,P．R．China)

Abstract:Cyanobacterialbloomscausedbywatereutrophicationseverelydamagetheaquaticenvironment．
Microcystins(MCs)releasedbyalgaethreatensthehealthofaquaticorganismsandhumanhealth,andthe
mosttoxicMCismicrocystinＧLR(MCＧLR)．Studieshaveshownthat,aftertheliver,gonadsaretheorgan
mostsusceptibletoMCtoxicity．ThereproductivetoxicityofMCＧLRoneggproduction,fertilizationrate,

sexhormonelevelsandparentaltransmissionhavebeendemonstrated,butfurtherresearchisneededon
thetoxicmechanism．Inthisstudy,theeffectofMCsonzebrafish(Daniorerio)ovariesandthemechaＧ
nismoftoxicitywereinvestigatedbyintraperitonealinjectionofMCＧLRintotheabdominalcavity．FourＧ
monthＧoldsexuallymaturefemalezebrafishwereselectedforthetestandthreetreatmentswereset:a
controlgroupandtwotreatmentgroupsreceiving MCＧLRbyintraperitonealinjectionat５０μg/kgand
２００μg/kgofbodyweight(BW)．Ovariesforeachtreatmentweresampledat３,９,２４and４８hafterinjecＧ
tionforanalysis．Thegonadosomaticindex(GSI)ofzebrafishinthe２００μg/kgtreatmentgroupdecreased
significantlyat２４hafter MCＧLRinjection (P ＜０．０５),butnosignificantchangeswerefoundinthe
５０μg/kgtreatmentgroup．However,pathology,suchasvacuolizationofoocytesandlossofconnective
tissuebetweentheoocytemembraneandthefollicularcelllayerwasobservedinbothtreatmentgroups．
MCＧLRsignificantlyinhibitedovarianproteinphosphatase２A (PP２A)activityandactivatedthematuraＧ
tionpromotingfactor(MPF)．TherewasalsoasignificantupＧregulationinthetranscriptionoftheMAPK
familyofgenes,butcＧjunaminoＧterminalkinase(JNK)activitydidnotchangesignificantly．TosummaＧ
rize,acuteexposureofzebrafishtoMCＧLRresultsindamagetoovariantissue,adecreaseintheGSI,deＧ
creasedovarianPP２Aactivity,activationofMPFandupＧregulationofERK１/２andp３８MAPKtranscripＧ
tion．Asaresultofthesemultipleeffects,weconcludethatthereproductivetoxicityofMCＧLRinzebrafish
resultsfrominterferencewithoocytedevelopment．
Keywords:microcystis;reproductiontoxicity;intraperitonealinjection;zebrafish;proteinkinase
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