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多杀菌素和乙基多杀菌素对斑马鱼
胚胎发育的影响

孔伟浩，高薇珊，范咏梅
( 海南大学 热带农林学院，海口，570100)

摘 要: 本实验以斑马鱼胚胎为模型，测试多杀菌素和乙基多杀菌素对鱼类等水生脊椎动物胚胎发育的影

响。经过预实验确定正式试验多杀菌素浓度为 120，151，190，240，302，380，480 mg·L －1 ; 乙基多杀菌素浓度

为 0． 60，1． 80，5． 45，16． 40，49． 40 mg·L －1，实验按照OECD 标准进行。结果表明: 在斑马鱼的胚胎受精96 h 后，多杀

菌素的 LC50为 242． 27 mg·L －1 ; 乙基多杀菌素的 LC50为 9． 713 mg·L －1。2 种药剂对胚胎孵化后 24 h 1 min 内自

主运动频率、48 h 20 s 内的心跳率、96 h 的体长均不存在剂量 － 效应关系; 药剂对胚胎 72 h 畸形表现为脊椎

弯曲，2 种药剂畸形率与浓度均存在剂量 － 效应关系。多杀菌素和乙基多杀菌素均属低毒，但在高浓度条件

下，多杀菌素比乙基多杀菌素对鱼类更友好。
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与其他脊椎动物相比较，斑马鱼具有繁殖速度较快、饲养管理简单便捷、全年产卵量较大、胚胎发育

的整个过程透明清晰可见等优点［1 － 3］，为此斑马鱼已成为环境毒性试验的模式动物。近年来，斑马鱼胚胎

发育的毒性实验越来越受到重视。农药能随着土壤表层径流进入到水体环境［4］，其对于植物与动物生存

的环境产生的毒性已经成为备受关注的问题。多杀菌素与乙基多杀菌素是一种新式的生物农药，具有对

环境安全，杀灭害虫高效等特点，在我国广泛被使用［5 － 11］。许迪等的研究结果［12］表明，多杀菌素对斑马

鱼成鱼毒性为低毒，但没有进行多杀菌素对斑马鱼胚胎毒性试验。乙基多杀菌素对水生生物的影响并未

见详细报道。目前，多杀菌素和乙基多杀菌素的毒性研究已取得了一定的成果［13 － 15］。为此，笔者研究这

2 种生物农药对斑马鱼胚胎各项生理指标及发育状态的影响，为多杀菌素和乙基多杀菌素的生物安全评

价提供理论参考。

1 材料与方法

1． 1 供试药剂 25 g·L －1多杀菌素悬浮剂( 美国陶氏益农公司) ; 60 g·L －1乙基多杀菌素悬浮剂( 美国

陶氏益农公司) ; 氯化钠，磷酸二氢钾，碳酸氢钠，硫酸镁，无水氯化钙，氯化钾( 均为分析纯，西陇化工股份

有限公司) ; 无水磷酸氢二钾( 分析纯，广州化学试剂厂) 。
1． 2 实验器材 5，1 mL 移液枪; 5，1 mL 移液枪头; 250 mL 锥形瓶; 24 孔细胞培养版; 50 mL 量筒; 培养

皿; 250 mL 容量瓶; 小型产卵鱼缸; 2 000 mL 烧杯; 计时器。
1．3 实验动物斑马鱼及鱼卵收集方法 野生型 AB 品系斑马鱼( Danino rerio AB) 引自国家斑马鱼中心，试

验所用斑马鱼由北京爱生科技发展有限公司的 5 层斑马鱼养殖系统养殖到第 5 代，饲养系统: pH 6． 5 ～7． 5，



含氧量 ＞85%，水温 28 ℃，电导率( 500 ±50) μS·cm －1，光暗比( 14 h∶ 10 h) 。养殖期间自然死亡率 ＜1%，每

天饲喂丰年虫( Artemia salina) 2 次，饲喂总质量为斑马鱼体质量( 5 ±1) %。斑马鱼胚胎获取方法，晚上将性

成熟 8 个月的斑马鱼按雌雄比 1∶ 2 放入产卵缸内，并用隔板雌雄分开，控制光暗比 14 h∶ 10 h。次日移去隔

板，斑马鱼自然交配，在斑马鱼产卵的30 min 内收集鱼卵，用新配置的10% HanK’s 孵化液清洗鱼卵3 次，然

后进行染毒。
1． 4 毒性实验

1． 4． 1 正式实验 本实验共进行 8 次预实验，

最终确定了正式实验中多杀菌素和乙基多杀菌

素浓度范围。设置多杀菌素实验的梯度浓度为

120，151，190，240，302，380，480 mg·L －1 ; 设置

乙基多杀菌素梯度浓度为 0． 6，1． 8，5． 45，16． 4，

49． 4 mg·L －1，2 种杀菌素实验浓度均用 10%
Hank’s 孵化液稀释。选用受精 0． 5 h 胚胎染毒，

在 24 孔板中每个浓度组放入 20 枚胚胎( 另 4 孔

放入对照胚胎) ，每孔加 2 mL 稀释后的药剂，对

照组胚胎用 10% Hank’s 孵化液。盖好培养板后，恒温培养 26 ℃ ±1 ℃，光暗比为 14 h: 10 h，染毒至 96 h。
10% Hank’s 孵化液配置方法见表 1。
1． 4． 2 阳性对照 以 3，4 － 二氯苯胺药剂作为阳性对照，染毒 96 h，记录死亡率与 OECD 标准进行对比。
1． 5 观察与记录 分别在胚胎发育的 1，1． 5，4． 7，5． 3，24，48，72，96 h 用显微镜进行形态观察并拍照，每

24 h 进行数据观察并统计不同浓度组胚胎处理的死亡情况、畸形情况、孵化情况，并计算其死亡率、孵化

率和畸形率。
1． 5． 1 自主运动次数( 摆尾) 、心率、孵化率、体长测量 染毒并待胚胎发育至 24 h，通过显微镜观察并记

录斑马鱼胚胎 1 min 内的自主运动频率，随机选取 5 个胚胎取均值。染毒 48 h 通过显微镜观察，计数统计

胚胎在 20 s 的心跳次数，每个浓度随机选取 5 个胚胎取均值。记录染毒 72 h 后，对照组和各个浓度组鱼

胚胎的孵化数量，计算孵化率。斑马鱼胚胎发育至 96 h，测量存活已孵化斑马鱼胚胎的体长，应用 Image2． 0
图像分析软件，取存活的已孵化胚胎测量体长，每个浓度随机选 5 条测量体长取均值。统计 96 h 对照组和

各浓度组的死亡率，以卵凝结、畸形、无生命迹象( 如: 无心跳等) ，作为观测终点，计算死亡率。

孵化率% = 已孵化胚胎数
胚胎总胎

× 100 ;

死亡率% = 死亡胚胎总数
胚胎总数

× 100 。

1． 5． 2 胚胎发育观察 使用 SBI 专业数码成像系统分别为胚胎 8 个时段照相( 1，1． 5，4． 7，5． 3，24，48，

72，96 h) ，进行胚胎发育速度比较。
1． 5． 3 畸形率 通过显微镜观测胚胎形态，记录脊椎弯曲等畸形胚胎的数量，计算畸形率。

畸形率% = 畸形胚胎数
胚胎总胎

× 100 。

1． 6 数据处理 所取得数据使用 SPSS 20． 0 统计软件处理，差异显著性水平设置为 P ＜ 0． 05。

2 结果与分析

2．1 阳性对照 用 3，4 －二氯苯胺作阳性对照，染毒 96 h 后，胚胎死亡率为 40% ( OECD 标准为 ＞30% ) 。
2． 2 多杀菌素与乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎的 LC50 染毒 96 h 后，对照组 24 个胚胎全部存活，死亡率

为 0。多杀菌素和乙基多杀菌素的 LC50 分别为 242． 27 ( 218． 43 ～ 268． 96) ，9． 71 ( 7． 07 ～ 13． 53) mg·L －1

( 表 2) 。
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表 2 多杀菌素与乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎的毒力方程

Tab． 2 Equation of toxicity of pleocidin and spinetoram to zebrafish embryos

供试药剂
Ｒeagents

毒力回归方程
Toxicity regression equation X2 P

LC50 /
( mg·L －1 )

LC50的 95%置信区间
The 95% confidence interval of LC50

多杀菌素
Pleocidin Y = 5． 94X － 14． 163 3． 256 0． 983 242． 27 ( 218． 43 ～ 268． 96)

乙基多杀菌素
Spinetoram Y = 2． 97X － 2． 932 2． 751 0． 929 9． 713 ( 7． 07 ～ 13． 53)

2． 3 多杀菌素与乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎自主运动、内心率、孵化率及其体长的影响 多杀菌素与乙

基多杀菌素斑马鱼胚胎自主运动、内心率、孵化率及斑马鱼体长的影响见表 3。表 3 表明，染毒 24 h 后，对

照组自主运动( 摆尾) 的均值为 7． 6 次·min －1 ; 多杀菌素与乙基多杀菌素各浓度胚胎自主运动的频率与

对照组并无明显差异。染毒 48 h 后，20 s 内对照组内心率为 36 次，多杀菌素与乙基多杀菌素各处理组胚

胎内心率与对照组并无明显差异。染毒 72 h 后的孵化率随药剂浓度的不断增加而减少，呈现逐步降低的

趋势，说明多杀菌素与乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎的孵化率存在明显的剂量 － 效应关系。染毒 96 h 后，

多杀菌素 480 mg·L －1处理组的胚胎全部死亡，乙基多杀菌素 49． 4 mg·L －1处理组的胚胎全部死亡。对

照组斑马鱼 96 h 体长为 3． 713 mm，多杀菌素对斑马鱼胚胎 96 h 体长无明显影响，乙基多杀菌素对胚胎

96 h 体长存在剂量 － 效应关系。

2． 4 多杀菌素与乙基多杀菌素对斑马鱼发育的影响 斑马鱼胚胎产出后到成鱼，整个发育过程要经过 8
个时期，不同时期的发育特征不同，易辨认。染毒 1 h 胚胎处于卵裂期，染毒 1． 5 h 胚胎已进入囊胚期，染毒

4． 7 h 胚胎处于囊胚期与原肠期之间，染毒 5． 3 h 胚胎进入原肠期。染毒 24 h 时，多杀菌素 120，151 mg·L －1

处理的胚胎与对照胚胎相比，发育速度无差异，且处理与对照的胚胎均已进入体节期的后期; 190，240，302，

380 mg·L －1处理的胚胎处于体节期的中期，尾部尚未伸出; 480 mg·L －1处理的胚胎未进入体节期。染毒 24 h

时，乙基多杀菌素0． 6，1． 8 mg·L －1处理的胚胎进入体节期的中期，体节未完全分化; 5． 45，16． 4，49． 4 mg·L －1处
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理的胚胎处于体节期的前期，尾部尚未伸出，此时随着药剂浓度的增大，胚胎的发育速度渐慢。染毒 48 h
时，多杀菌素 120，151 mg·L －1处理的胚胎的发育状态和对照一样，进入咽囊期，眼睛、耳囊发育完全，背

部和腹部色素条纹加深，两条侧纹尚不明显; 190，240，302 mg·L －1处理的胚胎发育状态处于咽囊期早期，

色素不深，条纹不全，尾芽分离; 380，480 mg·L －1处理的胚胎发育状态滞后，处于体节期。染毒 48 h 时，

乙基多杀菌素 0． 6 mg·L －1处理的胚胎发育状态和对照一样，进入咽囊期，眼睛、耳囊发育完全，背部和腹

部色素条纹加深，2 条侧纹尚不明显; 1． 8，5． 45，16． 4，49． 4 mg·L －1 处理的胚胎发育状态处于咽囊期中

期，色素不深，条纹不全，尾芽分离。染毒 48 h 时，多杀菌素和乙基多杀菌素各处理组胚胎发育速度随质

量浓度增大而变慢( 图版 1，2) 。

2． 5 多杀菌素与乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎脊椎弯曲畸形率的影响 实验中观察并分别记录了染毒组

和对照组胚胎发育形态的情况，多杀菌素和乙基多杀菌素高浓度组均表现出脊椎弯曲的症状( 图 1 － 3) 。
对照组的胚胎发育正常。多杀菌素处理组( 120，151，190，240，302，380 mg·L －1 ) 的脊椎畸形率依次为 0，

5%，10%，30%，45%，65%，处理组 480 mg·L －1未孵化全部死亡。乙基多杀菌素处理组( 0． 6，1． 8，5． 45，

16． 4，49． 4 mg·L －1的畸形率依次为 0，0，15%，70%，80%。乙基多杀菌素处理组 0． 6，1． 8 mg·L －1 中无

畸形现象，高质量浓度组的畸形率随药剂质量浓度的增加而增多。

3 结 论

本研究结果表明，在低质量浓度下，多杀菌素和乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎的自主运动、心跳率和体

长不存在剂量 －效应关系; 在高质量浓度下剂量 －效应关系较为明显。其中，多杀菌素 LC50为 242． 27 mg·L －1，
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属低毒; 乙基多杀菌素 LC50为 9． 71 mg·L －1，属中毒。
在染毒 72 h 时，多杀菌素和乙基多杀菌素高质量浓度会致使胚胎孵化率下降，还使胚胎的发育速度

和体长的生长随质量浓度的增大而变慢，这 3 种生理发育的毒理学终点，都是生长发育过程中发育迟缓

的现象。此次实验未从分子水平上测试药剂对胚胎生长发育的毒性作用机制，但由实验数据可知 2 种药

剂对胚胎发育具有毒性，对斑马鱼胚胎脊椎畸形存在剂量 － 效应关系。
多杀菌素在虹鳟鱼和红鲈的毒理实验中 LC50 分别为 30． 0，7． 9 mg·L －1［16］; 多杀菌素对斑马鱼成鱼

的毒性 LC50为 23． 03 mg·L －1［12］。本实验结果表明，多杀菌素和乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎死亡率存在

剂量 － 效应关系，多杀菌素对斑马鱼胚胎的 LC50 为 242． 27 mg·L －1，说明多杀菌素对斑马鱼胚胎毒性较

低。本实验结果还表明，乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎的 LC50为 9． 71 mg·L －1，由此可见，多杀菌素相对乙

基多杀菌素对环境更友好，因此，建议在靠近水源的地区能用多杀菌素时应尽量避免使用乙基多杀菌素。
有关马钱子碱及生物转化氮氧化物的资料表明，其对斑马鱼胚胎发育形态有一定的影响，其中，个别

胚胎会出现黑色素少、心包水肿、脊柱弯曲等现象［17］。在磺胺二甲嘧啶对斑马鱼的胚胎发育研究中，亦有

体节弯曲等现象，但未说明是否存在剂量 － 效应关系［18］。多杀菌素和乙基多杀菌素会使斑马鱼胚胎形成

脊椎弯曲，且存在剂量 － 效应关系。
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图版 1 多杀菌素对斑马鱼胚胎发育速度的影响

Plate 1 Effect of pleocidin on zebrafish embryonic development rate
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图版 2 乙基多杀菌素对斑马鱼胚胎发育的影响

Plate 2 Effect of spinetoram on zebrafish embryo development
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Tissue Culture and Ｒapid Propagation of
Cerasus serrulata var． lannesiana‘Sirotae＇

LU Lu，JIANG Xiwang
( College of Life Science，Jianghan University，Wuhan，Hubei 430056，China)

Abstract: The stem of Cerasus serrulata var． lannesiana‘Sirotae’with buds were used as explants，sterilized
and cultured on mediums with various combinations and concentrations of plant growth regulators for rapid pro-
gagation． The explants were cultured in a medium of MS + 6-BA 1． 0 mg·L －1 + NAA 0． 1 mg·L －1 to induce
shoots． The shoots were then subcultured in the medium of MS + 6-BA 1． 0 mg·L －1 + NAA 0． 1 mg·L －1 +
GA3 5． 0 mg·L －1 and then transferred onto the medium of MS + 6-BA 1． 0mg /L + 2，4-D 0． 2mg·L －1 for prolif-
eration． The proliferation coefficient was 4． 2 under these mediums． The plantlets were cultured on a rooting me-
dium of 1 /2MS + NAA 0． 5 mg·L －1，and the rooting rate was 93． 63% ． The rooted plantlets were transplanted
in the substrate which was composed of pearlite，peat and vermiculite at a ratio of 1∶ 1∶ 1，and their survival rate
was up to 80% after they hardened off outdoor for 30 d．
Keywords: Cerasus serrulata var． lannesiana‘Sirotae’; tissue culture; rapid propagation; phytohormone
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Effects of Pleocidin and Spinetoram on the
Development of Zebrafish Embryos

KONG Weihao，GAO Weishan，FAN Yongmei
( Institute of Tropical Agriculture and Forestry，Hainan University，Haikou，Hainan 570100，China)

Abstract: Zebrafish ( Danino rerio AB) was treated with pleocidin and spinetoram at different concentrations
( 120，151，190，240，302，380，480 mg·L －1 for pleocidin，and 0． 6，1． 8，5． 45，16． 4 and 49． 4 mg·L －1 for
spinetoram) to observe the effect of the two chemicals on the embryo development of zebrafish． The test followed
strictly the OECD guidelines for testing of fish embryo acute toxicity ( FET) ． The results showed that the median
lethal concentration ( LC50 ) for zebrafish embryos exposed to pleocidin after 96 h of fertilization was 242． 27 mg·

L －1，and 9． 713 mg·L －1 when exposed to spinetoram． Pleocidin and spinetoram had no dosage-response relation-
ships in the frequency of spontaneous movement in 1 min after 24 h of fertilization，the frequency of heart beat in
20 s after 48 h of fertilization，and the body length after 96 h of pollination． Pleocidin and spinetoram showed a
dosage-response relationship in the frequency of spinal curvature after 72 h of fertilization． These two chemicals
were all low in toxicity，and in high concentrations，pleocidin is more friendly to Zebrafish than spinetoram．
Keywords: pleocidin; spinetoram; zebrafish; embryonic development; toxicity
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