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四环素和砷对斑马鱼的联合毒性及机制 

李  欢,张静丽,张诗雨,石明浩,谢  年,周柔静,刘  苏
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 (中国药科大学工学院环境科学教研室,江苏 南京 211198) 

 

摘要：选取斑马鱼为模式生物,研究 TET(四环素)和 As(砷)对斑马鱼的联合毒性.结果表明,50µg/L TET和 100µg/L As的联合暴露显著增加斑马鱼体内

氧化应激(GPx)、炎症因子(TNF-α)和凋亡因子(C-jun)相关基因表达,造成肠道和肝脏组织更严重的损伤.50µg/L TET和 100µg/L As联合暴露呈现的协

同毒性效应与P-gp基因被抑制介导的As在肠道和肝脏蓄积量[(704.15±24.50)ng/g和(458.35±24.25ng/g)]显著增加有关.此外,发现肠道的通透性及微生

物群落结构的变化对 TET和 As协同毒性无明显影响. 

关键词：四环素(TET)；砷(As)；斑马鱼；联合毒性 

中图分类号：X174      文献标识码：A      文章编号：1000-6923(2021)07-3371-10 

 

Combined toxicity and underlying mechanism of tetracycline and arsenic on zebrafish. LI Huan, ZHANG Jing-li, ZHANG 

Shi-yu, SHI Ming-hao, XIE Nian, ZHOU Rou-jing, LIU Su* (Department of Environmental Science, School of Engineering, China 

Pharmaceutical University, Nanjing 211198, China). China Environmental Science, 2021,41(7)：3371~3380 

Abstract：Zebrafish was selected as the model organism to explore the combined toxicity of TET and As on aquatic organisms. The 

results showed that the combined exposure of 50µg/L TET and 100µg/L As significantly increased gene expression of oxidative 

stress (GPx), inflammatory factors (TNF-α) and apoptosis factors (C-jun), and caused severer damage to the intestine and liver in 

zebrafish. The synergistic toxicity of 50 µg/L TET and 100 µg/L As was related to the inhibition of P-gp gene, which significantly 

increased the accumulation of As in intestinal tract and liver [(704.15±24.50)ng/g and (458.35±24.25ng/g)]. In addition, the results of 

this study indicated that the changes of intestinal permeability and microbial community structure had little effect on the synergistic 

toxicity of TET and As. The results of this study provided basic data for the evaluation of the combined effects of TET and As. 

Key words：TET；As；zebrafish；combined toxicity 

 

近年来抗生素被广泛应用于疾病防治、农业生

产、畜牧及水产养殖等领域
[1]

,在使用的过程中,大部

分抗生素被生物体排出体外,造成了其在环境中的

大量积累.其中,四环素类(TCs)抗生素因成本低、抗

菌谱广而成为动物医疗中应用最广泛的抗生素之

一
[2]

.尽管环境水体中 TCs 的检出浓度很低,但由于

其在养殖业和畜牧业中被长期频繁使用,残留在环

境中的 TCs 总量大,对水生生态系统和人体健康构

成极大的潜在威胁.研究表明,TCs 及其代谢产物在

水体中不仅会诱导生物产生抗性基因,还会对水生

生物及人类产生潜在的毒性效应
[3]

.其中,盐酸四环

素(TET)作为重要的 TCs 之一,在环境中分布范围

广、积累浓度高且不易降解,更应值得关注
[4-5]

.TET

能够抑制或诱导还原型谷胱甘肽(GSH)、丙二醛

(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)

的活性,并对鱼类造成严重的 DNA 损伤和免疫毒

性 

[6]
.因此,TET 在水生环境中的大量残留带来的潜

在风险不容忽视. 

在实际水环境中,TET 往往与一种或多种毒害

污染物共存,污染物共存的多样性使得复合污染物

的形态和毒性效应更为复杂
[7]

.研究表明,TET 可能

会影响其他共暴露污染物的毒性效应.例如,TET 与

Cu 联合暴露时会发生络合反应,降低 Cu 的生物可

利用度,进而显著降低Cu对斑马鱼胚胎的发育毒性,

表现出拮抗作用
[1]

.TET 和纳米二氧化钛(TiO2-NPs)

联合暴露时会增加 TiO2-NPs 与大肠杆菌细胞接触

的面积,抑制细胞内外的物质运输,导致细胞的代谢

中断或死亡,表现出明显的协同作用
[8]

.砷(As)是一

种高毒的环境污染物,广泛存在于世界各地的环境

水体中
[9]

.As 的广泛分布极大地增加了其与 TET 共

存的可能性.As 的过量摄入会显著增加人群健康风

险
[10]

,氧化应激被认为是 As对水生生物和哺乳动物

产生毒性最重要的致毒机制
[11]

.TET 的重要致毒机

制之一也是通过诱导氧化应激效应对斑马鱼等水

生生物造成损伤
[12]

.TET和As联合暴露时是否会通 
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过诱导氧化应激对水生生物产生更为严重的损伤

尚不清楚.鉴于此,有必要对 TET 和 As 的联合毒性

进行评估. 

由于斑马鱼具有发育快、繁殖力强和遗传同源

性高等优势,是研究环境污染物毒性效应和环境风

险的重要模式物种
[13]

,在污染物的联合毒性研究中

也被广泛使用.因此,为探究 TET 和 As 联合暴露下

对水生生物的毒性效应,本文选用斑马鱼作为模式

生物,结合组织病理学、基因表达、As 的含量测定

和肠道微生物群落结构的变化来评估 TET和 As的

联合毒性效应,旨在为 TET和As的环境风险评价提

供基础数据. 

1  材料和方法 

1.1  实验动物和暴露实验设计 

实验使用 4月龄、健康状态良好的雄性斑马鱼,

购于中国科学院水生生物研究所(武汉),使用容积为

14L 并配有 LED 灯和曝气装置的鱼缸进行饲养,每

缸饲养 60 条斑马鱼.养殖水选用经紫外灯照射、除

氯 24h 的自来水,水温控制(26±0.5) ,pH℃ 值控制在

7~8,明暗周期为 14h/10h.每天早晚投喂丰年虾幼虫

(丰年虾卵在海盐水中曝气孵化 24h 后使用分离器

过滤得到).驯化 1周后,斑马鱼随机分为 4组,暴露方

案见表 1.根据文献调研,我国多地地表水和地下水

中 TET和As的检测浓度已达到 10~50µg/L
[8]
和 10~ 

100µg/L
[10]

,结合早期对 TET和 As毒性评估时使用

的暴露浓度
[4,14]

,本实验设置 TET和 As的暴露浓度

分别为 50和 100µg/L.实验中 TET购于上海源叶生

物科技有限公司.As(Ⅲ) (As(Ⅲ)ICP-MS 标准液)购

于上海安谱实验科技股份有限公司.在实验过程中,

每天更换 1/3左右养殖水.暴露 21d后,对斑马鱼进行

冰冻处死,使用直尺和分析天平分别记录斑马鱼的

体长和体重.随后对斑马鱼进行解剖,采集肠道、肝

脏和肠内容物样品.剪取部分肠道和肝脏放入提前

装有 1mL 福尔马林(4%甲醛)固定液(西陇科学股份

有限公司)的 EP管中.将剩余肠道、肝脏和肠道内容

物放置于冻存管内使用液氮速冻后置于-80℃冰箱

保存用于后续分析. 

表 1  实验暴露方案 

Table 1  Exposure strategy used in this study 

序号 组别 As暴露浓度(µg/L) TET暴露浓度(µg/L)

1 CK 0 0 

2 TET 0 50 

3 As 100 0 

4 TET+As 100 50 

 

1.2  组织病理学检测 

将斑马鱼肠道和肝脏组织在 10%福尔马林缓

冲液中固定 24h,用 70%、80%、90%、100%乙醇逐

级脱水,将脱水后的组织先后浸渍于无水乙醇、二甲

苯混合液及纯二甲苯中进行透明处理,随后经石蜡

包埋,垂直切成 4µm切片黏附于载玻片上烘干备用.

切片在着色前用二甲苯脱蜡,然后经乙醇溶液水化

处理.使用苏木精-曙红(HE)染色,在 100、200和 400

倍光学显微镜下观察和拍照,记录不同暴露组斑马

鱼的组织病理学变化. 

1.3  RNA 的提取及实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)

检测 

表 2  目标基因的 qPCR 引物序列 

Table 2  qPCR primer sequence of target gene 

基因 正向引物序列(5'-3') 反向引物序列(5'-3') 

β-actin GTCCCTGTACGCCTCTGGTCG GCCGGACTCATCGTACTCCTG 

Claudin CACCACATCGACCCTGTATG TACCGGCTATTCTGCCTTTG 

Occludin CAAAATCAGGCAAAGGCTTC AACAATAGTGGCGATGAGCA 

p53 CAGGCCCATCCTCACAAT ATT CTTCGTCCTTCACCA 

CAT TGAGGCTGGGTCATCAGATA AAAGACGGAAACAGAAGCGT 

GPx ACCTGTCCGCGAAACTATTG TGACTGTTGTGCCTCAAAGC 

TNF-α GGAGAGTTGCCTTTACCGCT CCTGGGTCTTATGGAGCGTG 

C-jun GGAGGCGATACGGGCAGT GTCACGTTCTTGGGACACAG 

P-gp AAAGCACAAAGGCAAAAAGG TGTCAAACCACGACATCTGC 

MRP2 TCAGCGAGTACACGGAGATG GCACCTGTTCGACCCACTAT  
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斑马鱼肠道和肝脏组织样本的 RNA 提取使用

RNA 提取试剂盒(Takara,日本)进行,利用超微量分

光光度计 (Thermo NanoDrop 2000,美国 )检测总

RNA的纯度和浓度,以 OD260/OD280作为 RNA纯度

的指标.对 RNA进行逆转录合成 cDNA,逆转录试剂

盒为 PrimeScriptRT reagent kit(TaKaRa,日本 ).以

cDNA为模板进行 RT-qPCR反应.RT-qPCR扩增条

件如下:95℃预变性 30s;95℃变性 10s,60℃退火 30s,

循环反应 40 次;循环完成后,将温度升至 95 ,℃持续

15s,然后升至 60 ,℃持续 1min,最后加热至 95 ,℃以获

得聚合酶链式反应产物的溶解曲线.以 β-action 作

为内参,使用 2
-ΔΔCt

方法进行数据的相对定量分析,

比较各组目的基因表达的差异.目的基因与内参引

物序列如表 2所示. 

1.4  16S rRNA测序及生物信息学分析 

每组中随机选取 6条斑马鱼的肠道内容物作为

1个样本.采用DNA提取试剂盒(FastDNA® Spin Kit, 

MP Biomedicals, USA)提取样本中的 DNA.使用

PCR 纯化试剂盒(QIAquick PCR Purification Kit, 

QIAGEN, Germany)对得到的 PCR 产物进行纯化. 

PCR 扩增体系为 :2*taq PCR mix:25µL Primer F 

(10µmol/L):1µL; Primer R(10µmol/L):1µL; gDNA: 

2~10µL; ddH2O:补足 50µL 体系 PCR扩增程序:1、

95  5min℃ ; 2、94  1min℃ ; 3、57  45s℃ ; 4、72  1min, ℃

2~4步 34个循环; 5、72  10min℃ ; 6、16  5min℃ . 选

取 16S V3-4 区域进行扩增 ,该区域引物序列

为:341F:CCTAYGGGRBGCASCAG; 806R:GGACT- 

ACNNGGGTATCTAAT.将纯化后的 PCR产物在 Ion 

S5TMXL 高通量测序平台上测序.对原始数据进行

拼接、过滤和处理以除去低质量的干扰数据.将预处

理后的测序数据利用 QIIME 软件作进一步的物种

分类,对所有样品测序数据的 Effective Tags以 97%

的相似性将序列聚类成为OTU,并对OTU的代表序

列进行物种注释. 

1.5  电感耦合等离子体质谱(ICP-MS)分析 

将液氮速冻后的肠道和肝脏新鲜样品放入冻

干机中冷冻干燥.称量约 25mg 的冻干样本,并加入

2mL36%的硝酸与 2mL 40%的双氧水.经加热消解、

赶酸和超纯水稀释定容至 1mL.组织提取液过

0.22μm滤膜,利用 ICP-MS (Agilent 7700,安捷伦科

技有限公司)在 KED模式下测定 As含量. 

1.6  数据分析 

运用 GraphPad prism 7.0软件对实验所得数据

进行统计分析,对照组和实验组之间的差异采用单

因素方差分析.实验所有数据以(平均值±标准偏差)

来表示.所有的统计结果中以 P<0.05 视为具有显著

性差异. 

2  结果分析 

2.1  TET或/和 As对斑马鱼表型特征的影响 

如图 1所示,与对照组相比,TET或As的单独暴

露未导致明显的体长变化.而 TET和As联合暴露处

理导致斑马鱼的体长显著地降低(P<0.05).此外,与

TET 或 As 单独暴露时相比,TET和 As 联合暴露时

体长的减小也存在显著性差异(P<0.05).与对照组相

比,所有实验组的体重均无显著性变化(P>0.05),而

与TET组相比,TET和As的联合暴露显著地改变了

斑马鱼的体重(P<0.05).结果表明 TET和 As的联合

暴露显著加重了其单独暴露时对斑马鱼体长和体

重的影响. 

 

图 1  TET或/和 As的暴露对斑马鱼体长和体重的影响 

Fig.1  Effects of TET or/and As exposure on body length and weight of zebrafish 

2.2  TET 或/和 As 对肠道和肝脏组织病理学的 影响 
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图 2  斑马鱼肠道 HE 染色切片 

Fig.2  HE staining section of zebrafish intestine 

组织学变化包括上皮细胞脱落(蓝色圆圈),肠壁破裂(黑色箭头),炎性细胞浸润(绿色箭头),淤血(橙色圆圈) 

 

图 3  斑马鱼肝脏 HE 染色切片 

Fig.3  HE staining section of zebrafish liver 

组织学变化包括炎性细胞(绿色箭头),肝索紊乱、窦间隙扩大(红色箭头),淤血(橙色圆圈) 
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利用HE染色观察肠道和肝脏的组织病理学变

化.如图 2所示,在对照组中肠绒毛整体形态比较完

整 ,肠上皮细胞排列规则整齐 ,无明显的损伤 .在

TET 组发现了轻微的肠粘膜上皮细胞脱落现象(蓝

色圆圈).As 组出现了轻微的肠壁破裂的现象(黑色

箭头).TET+As 组出现了明显的炎性细胞浸润(绿

色箭头)并伴有出血的现象(橙色圆圈).肝脏的镜检

结果与肠道相似,如图 3所示,对照组的肝脏排列规

则整齐,未见明显的病变现象.而在 TET 组中,观察

到了少量炎性细胞浸润的现象(绿色箭头).在 As组

中出现了肝索紊乱、窦间隙扩大的现象(红色箭头).

在TET和As联合暴露组中观察到扩张的肝血窦中

浸润大量炎性细胞(绿色箭头),局部血管周围出现

出血的现象(橙色圆圈).组织病理学结果表明,TET

和 As的联合暴露显著加重了其单独暴露时对肠道

和肝脏组织的损伤. 

2.3  TET 或/和 As 对肠道和肝脏重要功能基因表

达的影响 

   

TNF-α P-gp GPx

C-jun Occludin Claudin 

GPxCATTNF-α 

C-jun p53 MRP2
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图 4  斑马鱼肠道和肝脏功能基因的表达 

Fig.4  Expression of intestinal and liver functional genes in zebrafish 

肠道的功能性基因表达结果如图 4(a)所示.与

对照组相比,肿瘤坏死因子(TNF-α)的表达水平在

TET 组和 As 组均没有显著变化,而在 TET+As 组

TNF-α 的表达水平显著地上调 3.05±0.55 倍(P< 

0.05).与 TET和As的单独暴露相对比,TET和As的

联合暴露也明显地增加了 TNF-α 的表达水平(P< 

0.05).P-糖蛋白(P-gp)基因的表达在 TET组和As组

均没有显著差异,而在 TET和As联合暴露组中显著

地下调,与As组相比,TET和As联合暴露组中 P-gp

的表达也显著地下调.与TET和As的单独暴露相对
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比,谷胱甘肽过氧化物酶(GPx)和原癌基因(C-jun)的

表达在 TET+As 组中均显著上调.紧密连接蛋白

(Claudin-1, Occludin)基因的表达在所有实验组中

均无显著性差异(P>0.05).肠道基因检测的结果表明

TET 和 As 的联合暴露会显著地加重其单独暴露时

对肠道造成的损伤且这种损伤与肠道通透性的相

关性不大. 

肝脏的功能基因表达结果如图 4(b)所示,与对

照组相比,As和 TET+As组中的 TNF-α的表达水平

显著上调(P<0.05),分别上调了(1.42±0.25)和(2.45± 

0.45)倍.与 TET 和 As 的单独暴露相对比,TET 和

As 的联合暴露显著地增加了 TNF-α 的表达

(P<0.05).过氧化氢酶(CAT)和GPx的表达在TET组

均没有显著性变化,而 TET+As组中 CAT和 GPx基

因的表达显著上调 .此外 ,C-jun 和肿瘤抑制基因

(p53)的表达水平在 TET+As 组中也显著增加

(P<0.05).与 TET 和 As 的单独暴露相对比,TET 和

As的联合暴露明显地增加了 CAT、GPx、C-jun和

p53 的表达水平(P<0.05).MRP2(多药耐药相关蛋白

-2)基因的表达在 TET和 TET+As组中均显著地下

调,与 As 组相比, TET 和 As 的联合暴露显著地下

调了 MRP2 的表达水平.上述结果表明 TET 和 As

的联合暴露也会显著增加TET和As单独暴露时对

斑马鱼肝脏的损伤. 

2.4  TET对 As在肠道和肝脏分布的影响 

利用 ICP-MS 检测 As 在斑马鱼肠道和肝脏的

分布.肠道中 As 的浓度如图 5(a)所示,与对照组相

比,As 和 TET+As 组中 As 的浓度均显著性增加

(P<0.05),分别达到(461.68±20.35ng/g)和(704.15±

24.50ng/g).与 TET 组和 As 组相比,TET 和 As 的联

合暴露显著地增加了 As在斑马鱼肠道中的积累.肝

脏中 As 的浓度如图 5(b)所示,与对照组相比,As 和

TET+As组中As的浓度均显著性增加(P<0.05),分别

为 (322.39±22.28),(458.35±24.25)ng/g.此外 ,与 TET

和 As 单独暴露时相比,TET 与 As 的联合暴露也显

著性增加了 As的积累(P<0.05).对 As在肠道和肝脏

化学检测的结果表明 TET和 As的共暴露增加了肠

道和肝脏中 As的积累. 

 

图 5  砷在肠道和肝脏中的浓度 

Fig.5  The concentration of As in intestine and liver 

2.5  TET或/和 As对肠道微生物群落的影响 

基于 OTU 水平,对样本进行主成分分析(PCA)

来确定不同暴露组间微生物群落的分布特征,其中

每一个点表示一个斑马鱼肠道内容物样本,相同颜

色的点表示来自同一个处理组,两点之间的距离越

近表明两样品间的群落构成差异越小.如图 6(a)所

示,TET组、As组和对照组相比均有明显的区分,而

TET+As 组与对照组差异性不大,这表明 TET 和 As

的单独暴露对肠道微生物群落结构具有显著地影

响,但 TET和As的联合暴露对肠道微生物群落的结

构影响较小.如图 6(b)所示,与对照组相比,TET和As

的单独暴露分别引起 5825和 3869种不同微生物发

生变化,而 TET和As联合暴露仅引起 623种不同的

微生物发生变化.该结果也表明 TET或As的单独暴

露显著地扰乱了肠道微生物群落结构,而 TET和 As

的联合暴露对肠道微生物群落的影响较小.为观察

斑马鱼肠道微生物在门(phylum)水平上的相对丰度,

选取在门水平上的丰度信息,生成相对丰度堆积图.结

果如图 7所示,可以发现变形菌门(Proteobacteria)、放

线菌门(actinobacteria)和厚壁菌门(Firmicutes)是斑

马鱼肠道中的绝对优势菌.与对照组相比,TET 的

暴露导致变形菌门的丰度从 38%上调至 87%,As

的暴露导致放线菌门的丰度从 15%上调至 52%, 

TET 和 As 的联合暴露与对照组无明显差异.经典
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聚类分析(图 7a)的结果也表明 TET 组和 As 组与

对照组相比有明显的区别,此外,TET 组与对照组

相比相距较远,这表明 TET 是影响肠道微生物群

落变化的主要因素. 

 
图 6  斑马鱼肠道微生物的主坐标分析和韦恩图 

Fig.6  Principal coordinate analysis and venn diagram of zebrafish intestinal microorganism 

 

图 7  斑马鱼肠道微生物经典聚类分析和相对丰度 

Fig.7  Classical cluster analysis and relative abundance of intestinal microorganism 

3  讨论 

TET 和 As 在水环境中的广泛分布对环境和人

体健康存在严重风险.尽管 TET和As各自的毒性效

应已有不少文献报道,但关于 TET和As同时暴露的

联合毒性效应及其机制的研究鲜有报道.本研究以

斑马鱼为模式生物,研究了 50µg/L TET 和 100µg/L 

As 的单一暴露和联合暴露对斑马鱼肠道和肝脏的

影响.结果表明 50µg/L TET的暴露能够轻微地导致

斑马鱼肠绒毛结构破坏,肝脏炎性细胞浸润.100µg/L 

As 的暴露可引起斑马鱼肠壁破裂,肝索紊乱和窦间

隙扩大.此外TET和As的单一暴露均能够诱导斑马

鱼肠道和肝脏一定程度的氧化损伤并诱导肠道微

生物群落发生显著的变化.与 TET和As的单一暴露

相比,TET 和 As 的联合暴露能够显著增加氧化应

激、炎症因子和凋亡因子相关基因的表达,加重肠粘

膜的纤毛损伤和出血,诱导肝脏血管周围出血和炎

性细胞浸润.此外还发现两者的联合暴露显著增加

了 As 在肠道和肝脏的累积,这可能是造成 TET 和

As对斑马鱼肠道和肝脏的协同毒性的主要原因. 

TET 进入水环境导致的生态毒性效应已经引

起人们的高度关注.据报道,20µg/L TET能够造成斑

马鱼胚胎或幼虫体长缩短、孵化延迟和卵黄囊面积

增加等
[13]

.100µg/L TET 的暴露可造成肠道微生物

群落结构紊乱,以及肝脏脂肪积累
[15]

.本研究中也发

现了相似的结论,50µg/L TET 能够显著地增加斑马
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鱼肠道中变形菌门的丰度,并诱导肝脏组织出现少

量炎性细胞(图 3,图 7).有研究认为,氧化应激是污染

物导致动物体内诱发毒性和疾病发生的重要机制.

在抗氧化防御系统中,CAT和 SOD是抵抗ROS的第

一道防线,SOD 能够催化 O2
-

转变成 H2O2,最后在

CAT或 GPx的作用下转变成 H2O
[16]

.GPx是一种重

要的抗氧化酶,可作为环境污染物诱导氧化应激的

生物标志物
[17]

.本研究发现 TET 暴露能显著增加肠

道中 GPx基因的表达,这可能由于 TET的暴露诱导

斑马鱼肠道产生过量的 ROS,激活氧化系统,从而使

GPx 表达上调.以上数据证实了 TET 对斑马鱼的生

态毒性. 

研究表明,As会在白粉鱼的肝、肾和肠等脏器

中积累,并对肝、肾和肠道造成病理学损伤
[14]

.本研

究证实 100µg/L As的暴露能够显著诱导斑马鱼肝

脏炎症因子(TNF-α)的表达上调,破坏肠道上皮细

胞进而造成组织病理损伤.As诱导生物毒性的潜在

机制被认为与氧化应激有关
[11]

.As 可以诱导 ROS

的增加,破坏蛋白质和 DNA 或与构成细胞膜的脂

肪发生化学反应,产生更具破坏性的脂质自由基,进

而破坏细胞膜的完整性和功能
[17]

.本研究表明 As

的暴露能够显著上调斑马鱼肝脏中 GPx 基因的表

达,进一步证实了氧化应激在 As 诱导斑马鱼毒性

中的作用. 

TET 和 As 的共暴露进一步加剧了对斑马鱼毒

性的复杂性.本研究发现,与 TET 和 As 的单一暴露

相比,TET和 As的联合暴露对斑马鱼的肠道和肝脏

的毒性效应具有协同作用.As 与环境污染物的协同

效应在其他研究中也有报道.例如,As 和阿特拉津都

具有潜在的致畸性和遗传毒性,并可引起斑马鱼胚

胎的氧化应激,联合暴露时形成毒性更强的中间代

谢物,造成对斑马鱼的更高毒性
[18]

.As和甲基化硒化

合物联合暴露时,能够阻断部分甲基化形式的解毒

过程(如甲基化),引起氧化应激水平的提高,表现出

明显的协同毒性
[19]

.本研究表明TET和As联合暴露

能够明显地增加氧化应激、炎症因子和凋亡因子的

表达,对斑马鱼的肠道和肝脏造成更严重的损伤. 

As的毒性在TET和As的协同毒性中发挥着重

要的作用.As 的毒性效应与其形态有着密切联系,通

常认为 As( )Ⅴ 的毒性远远低于 As(Ⅲ)
[20-21]

.早期的

研究表明肠道微生物群落的变化可能会导致 As 的

毒性发生改变.例如,某些肠道微生物能够将 As(Ⅲ)

主动代谢为As( )Ⅴ ,从而导致As的毒性发生改变
[22]

.

本研究发现 TET和 As暴露能够明显地影响斑马鱼

肠道中变形菌门和放线菌门等优势菌群的丰度,而

TET 和 As 的联合暴露对肠道微生物群落结构影响

不大,这个结果表明肠道微生物群落的变化并非是

造成 TET和As的协同毒性的原因.微生物群落的变

化与环境污染物毒性效应的表征并非完全一致,这

一现象在文献中曾被报道,如口服纳米银(AgNPs)诱

导小鼠肠道和肝脏严重的炎症和氧化损伤,而小鼠

肠道微生物群的组成、结构和多样性并未发生明显

变化
[23]

.推测这可能与PCA分析方法有关,首先PCA

是建立在微生物 DNA提取的基础上进行分析,据文

献报道目前肠道微生物提取效率有限,部分微生物

并未被提取到
[24]

,其次,PCA 的分析是研究肠道菌群

的整体差异,忽略了特异性
[25]

,本研究中肠道和肝脏

具体毒性指标属于特异性指标,相对于整体微生物

群落的变化指标属于不同的体系 ,这可能是导致

TET 和 As 联合暴露下微生物菌群的变化与毒性效

应表征不一致的原因.另外,斑马鱼肠道微生物优势

菌群主要有厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门等,当起

毒性作用的属于少部分微生物时,由于其变化在整

个微生物群中所占的比例很小,导致其在 PCA 中没

有体现出来时,可能也会导致微生物的结果和联合

毒性的结果不同
[26]

.据以往文献报道,生物有效性的

变化对污染物的毒性也有显著的影响,如纳米二氧

化钛(TiO2)的加入能够显著增强斑马鱼幼鱼对铅的

生物累积和吸收,并增强铅对中枢神经系统的发育

毒性,导致斑马鱼幼鱼甲状腺内分泌和神经系统的

紊乱
[27]

.Cu 会增加氟喹诺酮类化合物(FQS)在斑马

鱼肠道和肝脏中的积累,进而造成严重的损伤
[28]

.本

研究中 TET的存在显著地增加了 As在肠道和肝脏

的积累,进而诱导对肠道和肝脏更严重的损伤.肠道

通透性对污染物在生物体内的积累有显著的影响.

正常的肠道黏膜屏障能够有效阻止污染物进入机

体,保护机体不受外界的侵害
[29]

.然而据报道肠道通

透性的破坏会显著地增加污染物在肠道和肝脏中

的积累 ,进而对肠道和肝脏造成一定的损伤
[30]

. 

Occludin 是一种肠上皮紧密连接蛋白,在肠屏障中

发挥重要作用 ,它对于维持肠粘膜通透性至关重

要 

[31]
.本研究发现 Occludin 基因的表达水平在各实
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验组中均无显著性差异,这表明 TET和As的协同毒

性可能与肠道通透性的变化无关.P-gp 是位于小肠

粘膜上皮细胞的膜转运蛋白,能够将进入细胞的外

源化学物以主动转运的方式泵出细胞外,对进入细

胞内的物质生物利用度有显著影响
[32]

.前人的研究

表明 mdr1a/1b 双基因敲除的小鼠由于 P-gp 蛋白的

活性受到抑制,会导致As的排出受到限制,组织中的

As 蓄积增加,显著地加剧了 As 的急性毒性
[33]

.本研

究发现 TET 和 As 的联合暴露能够明显下调 P-gp

基因在肠道的表达.基于以上分析,推测 TET 和 As

的联合暴露导致斑马鱼肠道中 P-gp 基因的活性受

到抑制,使 As 的外排量减少,增加了 As 在肠道的积

累,部分As通过血液循环到达肝脏,对肠道和肝脏造

成严重的损伤. 

4  结论 

4.1  TET和As的单一暴露可导致斑马鱼肠绒毛结

构破坏,肝脏炎性细胞浸润,并诱导斑马鱼肠道和肝

脏一定程度的氧化损伤. 

4.2  与 TET和As的单一暴露相比,TET和As的联

合暴露对斑马鱼的肠道和肝脏均产生明显的协同

毒性,这可能与 P-gp 基因被抑制介导的 As 蓄积增

加有关. 
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《中国环境科学》核心影响因子学科排名实现五连冠 

根据中国科学技术信息研究所 2016年 10月 12日发布的《2016年版中国科技期刊引证报告(核心版)》,中国环境科学学

会主办的《中国环境科学》2015年核心影响因子 1.812,在环境科学技术及资源科学技术学科排名继续位居第一,在统计的 1985

种中国核心科技期刊中排名 38位.自 2011年以来,《中国环境科学》影响因子排名一直保持学科榜首. 
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