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硼砂对斑马鱼发育的影响
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（１济宁医学院生物科学学院，日照２７６８２６；２山东省科学院生物研究所，济南２５００１４）

　　摘　要　目的　以野生型和肝脏转基因Ｔ３斑马鱼为研究对象，探究硼砂对斑马鱼的发育毒性。方法　不
同浓度的硼砂分别处理斑马鱼胚胎，以受精后小时（ｈｐｆ）为时间段，每２４ｈ观察并统计野生型斑马鱼的自主活动
次数、孵化率、心率、畸形率、死亡率以及肝脏发育面积。结果　斑马鱼胚胎２４ｈｐｆ，随硼砂浓度升高，硼砂各浓度
处理组自主活动次数逐渐降低，０．６ｍｇ／ｍｌ硼砂组与空白对照组差异具有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。与空白对照组
相比，斑马鱼胚胎７２ｈｐｆ和９６ｈｐｆ，硼砂各浓度处理组斑马鱼心率显著降低（Ｐ＜０．０１）；９６ｈｐｆ，０．９ｍｇ／ｍｌ硼砂组的
畸形率显著性升高（Ｐ＜０．０１）；９６ｈｐｆ和１２０ｈｐｆ，０．９ｍｇ／ｍｌ硼砂组的死亡率显著性升高（Ｐ＜０．０１）；１２０ｈｐｆ和
１４４ｈｐｆ，０．９ｍｇ／ｍｌ硼砂组斑马鱼幼鱼的肝脏面积显著减小（Ｐ＜０．０１）。结论　高浓度的硼砂对斑马鱼具有发育
毒性。

关键词　硼砂；斑马鱼；发育毒性
中图分类号：Ｒ２２；Ｒ２８５．５；　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１０００９７６０（２０２０）０８２２９０４

Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒａｘｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ＪＩＮＸｉｎ１，ＺＨＯＵＹｕｌｉｎ１，ＣＨＥＮＸｉｑｉａｎｇ２，ＺＨＡＮＧＬｉｔａｏ１，ＧＥＳｈｕｎ１△

（１ＪｉｎｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｒｉｚｈａｏ２７６８２６，Ｃｈｉｎａ；
２ＢｉｏｌｏｇｙＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＳｈａｎｄｏｎｇＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｊｉｎａｎ２５００１４，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｂｏｒａｘｔｏｚｅｂｒａｆｉｓｈｏｆｗｉｌｄａｎｄｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｇｅｎ
ｉｃＴ３（ｌｆａｂｐ：ＥＧＦＰ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｏｒａｘ．Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｍｏｖｅｍｅｎｔ，ｈａｔｃｈｉｎｇｒａｔｅ，ｈｅａｒｔｒａｔｅ，ｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ｍｏｒｔａｌｉｔｙａｎｄｌｉｖｅｒａｒｅａｏｆｚｅ
ｂｒａｆｉｓｈｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｃｏｕｎｔｅｄｅｖｅｒｙ２４ｈｏｕｒｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｗｈｅｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｇｇｓｗｅｒｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ，
ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｍｏｖｅｍｅｎｔｇｒａｄｕａｌｌｙｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｏｒａｘｉｎｃｒｅａｓｅｄ．
Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｏｒａｘｒｅａｃｈｅｄ６００ｍｇ／Ｌ（Ｐ＜０．０１）．Ｗｈｅｎｚｅ
ｂｒａｆｉｓｈｅｇｇｓｗｅｒｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｆｏｒ７２ａｎｄ９６ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｈｅａｒｔｒａｔｅｉｎｂｏｒａｘｇｒｏｕｐｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ
＜０．０１）．Ｗｈｅｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｇｇｓｗｅｒｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｆｏｒ９６ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｂｏｒａｘｇｒｏｕｐ（９００ｍｇ／Ｌ）ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｗｈｅｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｇｇｓｗｅｒｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｆｏｒ９６ａｎｄ１２０ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｉｎ
ｂｏｒａｘｇｒｏｕｐ（９００ｍｇ／Ｌ）ｗａｓｓｈａｒｐｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｗｈｅｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｇｇｓｗｅｒｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｆｏｒ１２０ａｎｄ
１４４ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｌｉｖｅｒａｒｅａｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｊｕｖｅｎｉｌｅｉｎｂｏｒａｘｇｒｏｕｐ（９００ｍｇ／Ｌ）ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｏｒａｘｈａｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｔｏｘｉｃｉｔｙｆｏｒｚｅｂｒａｆｉｓｈ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｂｏｒａｘ；Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ；Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｔｏｘｉｃｉｔｙ

　　据《本草纲目》记载，硼砂具有清凉解毒、消积
块和除痰热等功效，是我国的一味传统中药。硼砂

对乳腺癌、食管癌、宫颈癌和阴道癌等具有一定的

疗效［１］。但是硼砂对人体具有一定的损伤，进入

人体后会与胃酸反应生成硼酸不易排出［２］，易蓄

积中毒，表现为头痛、头晕，严重可致死亡［３］。目

前，硼砂对大鼠、果蝇、鲫鱼的毒性研究已见报

道［４６］，但是未有其发育毒性方面的研究。

斑马鱼和人类有８７％的基因同源性，且在生
理功能、发育过程、器官构造等方面与哺乳动物非
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常接近［７］，同时斑马鱼具有胚胎透明易于观察、给

药剂量少和体外受精等特点［８９］，是理想的模式生

物，而且因为减少、替代和优化等动物实验原则，实

现保护动物福利和减少哺乳动物等较高级实验动

物的使用量，斑马鱼发育毒性实验替代哺乳动物模

型已广泛应用于药物的发育毒性与致畸性研

究［１０１１］。本研究以斑马鱼为研究对象，探讨硼砂

对斑马鱼的发育毒性，为硼砂的毒理机制提供科学

实验依据。

１　材料和方法

１．１　动物
野生型ＡＢ品系斑马鱼１８条（４月龄）和肝脏

转基因 Ｔ３（ｌｆａｂｐ：ＥＧＦＰ）品系斑马鱼 １８条（４月
龄），由山东省科学院生物研究所斑马鱼药物筛选

平台提供。

１．２　试剂与仪器
硼砂（中国食品药品检定研究院，批号：

１９０１６６２０１６０１），锡纸遮光室温保存，用斑马鱼养
殖水溶解稀释，现配现用；三卡因（Ｓｉｇｍａ公司），用
蒸馏水配制成质量分数为０．１６％的溶液，放４℃冰
箱保存；斑马鱼养殖水，１９．２６μｇ／ｍｌＭｇＳＯ４、１２．
６７μｇ／ｍｌＫＣｌ、４４．４μｇ／ｍｌＣａＣｌ２和 ２９２．２２μｇ／ｍｌ
ＮａＣｌ［１２］。

斑马鱼饲养养殖系统（北京爱生科技有限公

司）；光照培养箱 ＨＰＧ２８０ＢＸ（哈尔滨市东联电子
技术开发有限公司）；体视荧光显微镜 ＳＺＸ１６（Ｏ
ｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．３　方法
１．３．１　鱼卵收集　挑选健康性成熟的野生型 ＡＢ
品系和肝脏转基因Ｔ３（ｌｆａｂｐ：ＥＧＦＰ）品系斑马鱼按
雌雄比例１∶２放入交配缸中，用隔板隔开，１６ｈ后抽
隔板，２ｈ后即可收集鱼卵，移入盛养殖水的鱼缸
中，滴亚甲基蓝溶液，将鱼缸放光照培养箱（温度：

２８℃；光周期：１４ｈ光照，１０ｈ黑暗）培养。
１．３．２　发育毒性实验　将受精６ｈ的野生型 ＡＢ
品系斑马鱼胚胎在显微镜下观察，将发育正常的胚

胎随机转入１２孔板中，每孔２０个胚胎，３ｍｌ不同
硼砂浓度的养殖水，每个浓度３个重复孔。硼砂浓
度梯度设为０．３ｍｇ／ｍｌ、０．６ｍｇ／ｍｌ和０．９ｍｇ／ｍｌ，不
加硼砂的设为空白对照。每日对斑马鱼胚胎或幼

鱼进行观察并记录数据，将死亡的胚胎或幼鱼即时

清除，以受精后小时（ｈｐｆ）为时间段，在受精４８ｈ更

换新的硼砂浓度的养殖水。每天对斑马鱼的自主

活动次数、心率、孵化数、畸形数和死亡数进行记

录。利用肝脏荧光且发育正常的肝脏转基因 Ｔ３
（ｌｆａｂｐ：ＥＧＦＰ）品系斑马鱼幼鱼研究硼砂对肝脏发
育的影响，在显微镜下挑选发育７２ｈ的健康幼鱼，
将其随机转入１２孔板中，每孔２０个胚胎，３ｍｌ不
同硼砂浓度的养殖水，每个浓度３个重复孔。硼砂
浓度梯度为０．１ｍｇ／ｍｌ、０．３ｍｇ／ｍｌ和０．５ｍｇ／ｍｌ，不
加硼砂的设为空白对照。每天将死亡的幼鱼即时

清除并在给药后４８ｈ更换新的不同硼砂浓度的养
殖水。每天用三卡因溶液将斑马鱼幼鱼麻醉，在体

视荧光显微镜下对斑马鱼幼鱼进行拍照并观察绿

色荧光肝脏面积大小。

１．４　统计学方法
斑马鱼幼鱼肝脏面积用软件 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ

５１进行统计。使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行数
据分析，正态分布计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较
采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析，组间两两比较用
Ｔｕｋｅｙ检验，Ｐ＜０．０１６７表示有显著性差异。

２　结果

２．１　硼砂对斑马鱼胚胎自主活动的影响
斑马鱼胚胎２４ｈｐｆ，随着硼砂浓度的升高斑马

鱼胚胎自主活动次数逐渐降低，其中０．９ｍｇ／ｍｌ硼
砂处理组［（１．７２±１．９９）次／ｍｉｎ］斑马鱼胚胎自主
活动次数不足空白对照组［（３．９４±２．２１）次／ｍｉｎ］
的５０％，具有显著性差异（Ｐ＜００１）。见图１。

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０１

图１　硼砂对斑马鱼胚胎自主活动的影响

２．２　硼砂对斑马鱼胚胎孵化率的影响
空白对照组４８ｈｐｆ的孵化率为（９８．３３±

２８９）％，硼砂处理组（０．３ｍｇ／ｍｌ、０．６ｍｇ／ｍｌ和
０９ｍｇ／ｍｌ）的胚胎已全部孵化，无统计学差异。空

·０３２·



济宁医学院学报２０２０年８月第４３卷第４期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ａｕｇｕｓｔ２０２０，Ｖｏｌ４３，Ｎｏ．４

白对照组和硼砂处理组７２ｈｐｆ的斑马鱼胚胎均全部
孵化。见图２。

图２　硼砂对斑马鱼胚胎孵化率的影响

２．３　硼砂对斑马鱼幼鱼心率影响
硼砂各处理组和空白对照组受精４８ｈ后的斑

马鱼胚胎在心率上无统计学差异；７２、９６ｈｐｆ随着硼
砂浓度的逐渐升高，斑马鱼幼鱼的心率逐渐降低，

硼砂各处理组显著低于空白对照组（Ｐ＜００１）。
见图３。

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０１

图３　硼砂对斑马鱼幼鱼心率的影响

２．４　硼砂对斑马鱼幼鱼畸形率的影响
随着硼砂浓度的升高，９６ｈｐｆ后的斑马鱼胚胎

畸形率逐渐上升（图４），０．３、０．６ｍｇ／ｍｌ硼砂处理
组与空白对照组在斑马鱼胚胎畸形率上无统计学

差异，０．９ｍｇ／ｍｌ硼砂组斑马鱼幼鱼的畸形率达到
了７０％（Ｐ＜０．０１）。斑马鱼幼鱼的畸形主要表现
为卵黄囊水肿、心包水肿和脊柱弯曲等症状（图

５）。

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０１

图４　硼砂对斑马鱼幼鱼畸形率的影响

注：ＹＳＥ．卵黄囊水肿；ＰＥ．心包水肿；ＳＣ．脊柱弯曲。

图５　空白对照组和０．９ｍｇ／Ｌ硼砂组斑马鱼幼鱼
在不同时间的发育形态

２．５　硼砂对斑马鱼死亡率的影响
硼砂各处理组和空白对照组的斑马鱼胚胎在

２４、４８、７２ｈｐｆ死亡率无统计学差异。０９ｍｇ／ｍｌ硼
砂组斑马鱼胚胎 ９６ｈｐｆ死亡率显著性升高（Ｐ＜
００１），达到了５０％以上；１２０ｈｐｆ死亡率几乎达到
了１００％（Ｐ＜０．０１）。见图６。

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０１

图６　硼砂暴露对斑马鱼胚胎或幼鱼死亡率的影响

２．６　硼砂对斑马鱼肝脏发育的影响
斑马鱼胚胎９６ｈｐｆ，硼砂各处理组和空白对照

组肝脏大小无统计学差异，１２０、１４４ｈｐｆ，０．５ｍｇ／ｍｌ
硼砂组斑马鱼肝脏明显小于空白对照组（Ｐ＜
００１）。见图７，８。

图７　斑马鱼幼鱼肝脏荧光信号图

注：与空白对照组相比，Ｐ＜０．０１

图８　硼砂暴露对斑马鱼幼鱼肝脏的影响

·１３２·
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３　讨论

硼砂又叫月石，为硼酸盐类硼砂族矿物，其功

效为清热消痰、解毒防腐，常用于治疗咽喉肿痛、口

舌生疮、目赤翳障胬肉等。在脊椎动物发育过程中，

硼发挥着重要的作用，硼的缺乏会导致妊娠起始和

胚胎发育有关的基因下调，导致胚胎发育早期不

良。但是高浓度的硼会干扰鸡和大鼠某些器官的发

育［１３］。在利用斑马鱼模型对硼砂发育毒性进行研

究中，斑马鱼胚胎自主活动次数、孵化率、心率、畸

形率、畸形形态和死亡率等是重要的评价指标［１４］。

高剂量硼可降低鸡胸肌肉纤维中葡萄糖、糖原、乳

酸和ＡＴＰ的浓度，破坏肌纤维中线粒体结构，影响
其能量代谢［１５］。本文结果显示，斑马鱼的自主活动

次数随硼砂浓度的升高逐渐降低，硼砂可降低斑马

鱼的自主活动次数和心率，增加死亡率和畸形率

（心包水肿，卵黄囊水肿和脊柱弯曲），高浓度的硼

砂在受精１２０ｈ死亡率达到了９８．３％，在受精１２０ｈ
和１４４ｈ后，０．５ｍｇ／ｍｌ硼砂处理组斑马鱼肝脏明显
小于空白对照组，提示高浓度的硼砂可能破坏斑马

鱼体内的能量代谢，这与鸡中的研究结果一致。此

外，高剂量的硼可能引起细胞浑浊肿胀［１６］，而斑马

鱼的畸形是以卵黄囊水肿和心包水肿为主。硼诱发

Ｇｃｎ２激酶催化 ｅＩＦ２α的磷酸化，干扰翻译的起始，
导致蛋白质合成的抑制作用［１７］。因此，斑马鱼心脏

和肝脏等器官的发育受到了抑制。

综上所述，高浓度的硼砂在斑马鱼发育过程中

会减少其自主活动次数，增加其畸形率和死亡率，

同时抑制心脏和肝脏的发育，具有发育毒性，但是

当硼砂浓度低于０．３ｍｇ／ｍｌ时对斑马鱼发育几乎
没有影响，可以作为其安全浓度。在未来，需要进

一步对硼砂毒性作用靶点进行分析，确定其毒性机

理，为其进一步的应用奠定理论基础。
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