
第 ４５ 卷　 第 １２ 期

２ ０ １ ３ 年 １２ 月
　

哈　 尔　 滨　 工　 业　 大　 学　 学　 报

ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＨＡＲＢＩＮ ＩＮＳＴＩＴＵＴＥ ＯＦ ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ
　

Ｖｏｌ ４５ Ｎｏ １２

Ｄｅｃ． ２０１３

　 　 　 　 　 　

几种纳米材料对斑马鱼孵化和致畸效应的影响
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摘　 要： 为评价纳米材料的生态毒性，选用斑马鱼胚胎作为受试生物，考察 ＺｎＯ、ＴｉＯ２ 和碳纳米管 ３ 种纳米材料对斑马

鱼胚胎孵化及致畸效应的影响．配置一系列不同质量浓度的纳米材料溶液，对受精 １ ｈ 的斑马鱼胚胎进行暴露，记录 ３６～
９６ ｈ 内胚胎的孵化率及累计孵化率．结果表明：纳米 ＺｎＯ 对胚胎孵化率有抑制作用，在 ５０ 及 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的暴露组，孵化率

显著低于对照组，虽然 Ｚｎ２＋有溶出，但对孵化率没有显著影响，同时，纳米 ＺｎＯ 暴露导致胚胎畸形，表现为心包水肿；碳纳

米管对胚胎孵化率没有显著抑制，但能够使斑马鱼胚胎孵化延迟，且与暴露浓度存在浓度剂量效应关系；在本实验浓度

范围内，急性暴露纳米 ＴｉＯ２ 对胚胎孵化率与畸形率没有显著影响．
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　 　 纳米材料因其纳米尺度和纳米结构而具有优

越的磁性、导电性、反应活性、光学性质而广泛应

用于各种商业产品如电子器件、体育器材、防晒霜

及医学领域中［１］ ．纳米材料在生产及使用过程中

能通过各种途径进入环境． 研究表明，涂料中的

纳米 ＴｉＯ２ 经雨水冲刷可进入水体［２］，同时纳米颗

粒可在废电池回收过程中被释放［３］ ．纳米材料在

环境中经水、土壤、大气间的相互转化后最终可能

在水生生物体内蓄积，通过饮食、呼吸、皮肤接触，
危害人类及生物的健康． 纳米颗粒可引起生物的

发育毒性［４－５］、氧化应激［６］、生殖毒性［７］与呼吸毒

性［８］ ．纳米 ＺｎＯ 能破坏抗氧化防御系统，诱导产

生大量的活性氧，引起机体氧化应激损伤［９］ ．碳纳

米管水溶液可对彩虹鳟鱼呼吸系统产生毒性，加
快呼吸速率，１～２ 周持续暴露后引起心血管系统

缺陷，最终导致死亡［８］ ．目前对发育毒性的研究相

对有限，Ｂａｉ 等［１０］研究表明纳米 ＺｎＯ 在暴露质量



浓度为 １ ～ ２５ ｍｇ ／ Ｌ 时，可延迟胚胎孵化，减少幼

鱼体长，暴露 ９６ ｈ 后引起尾部畸形．
斑马鱼作为模式生物具有生物个体小、易存

活、胚胎透明、对水质污染与毒性物质反应灵敏等

优点［１１］ ．鉴于孵化率及畸形率是生长发育的重要

指标，同时，纳米材料对这两个重要指标的考察目

前没有得到系统性结论，且毒性作用机制尚不明

确，选用斑马鱼胚胎为受试生物，研究环境中广泛

存在的典型纳米材料———纳米 ＺｎＯ、纳米 ＴｉＯ２ 以

及碳纳米管急性暴露对斑马鱼胚胎孵化率和

畸形率的影响，为评判纳米材料对水生生物的毒

性效应提供基础数据，并为系统地评价典型纳米

材料对环境生物及人体的生态风险提供理论

依据．

１　 实　 验

１ １　 实验材料

纳米 ＺｎＯ（粒径＜ １００ ｎｍ）、纳米 ＴｉＯ２（粒径

２０～４０ ｎｍ）均购自 Ｓｉｇｍａ 公司，碳纳米管分散液

（粒径 ２０～ ４０ ｎｍ）购自深圳市纳米港有限公司，
其他试剂均为国产分析纯试剂．

斑马鱼购自武汉水生所，选当年生成年斑马

鱼，平均体长 ３～４ ｃｍ，平均体质量 ０ ３０ ｇ．在本实

验室（２８±１）℃ 条件下，于循环养殖系统中驯养

２０ ｄ以上，选择体形正常、鱼鳞和鳍无破损、游动

灵活、捕食敏捷的成熟亲鱼进行交配，以便收集

鱼卵．
１ ２　 实验方法

每种纳米材料均设 ５ 个不同质量浓度，同时

设空白对照，每个质量浓度均设 ３ 个平行．纳米

ＺｎＯ 用营养液（６４ ７５ ｍｇ ／ Ｌ ＮａＨＣＯ３，５ ７５ ｍｇ ／ Ｌ
ＫＣｌ，１２３ ２５ ｍｇ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ 和 ２９４ ｍｇ ／ Ｌ
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ）配置成质量浓度为 １，５，１０，２０，５０，
１００ ｍｇ ／ Ｌ 染毒溶液，碳纳米管和纳米 ＴｉＯ２ 也分

别用营养液稀释成 １０，２０，４０，６０，１００ ｍｇ ／ Ｌ 暴露

质量浓度．
为了考察 Ｚｎ２＋溶出的影响，根据测定的不同

质量浓度下纳米 ＺｎＯ 中融出的 Ｚｎ２＋质量浓度，配
置孵化液，进行了 Ｚｎ２＋的对照实验．

在体式解剖镜下挑选发育正常的受精卵进行

实验，选用直径为 １２ ｃｍ 的结晶皿作为实验器具，
每个结晶皿中放 ２００ ｍＬ 的纳米材料暴露液，１００
颗发育正常的受精卵，在受精卵产出后２ ５～３．０ ｈ
（囊胚期初期） 进行暴露实验，将结晶皿放在

２８ ℃的恒温水浴锅中培养．暴露实验每 ２４ ｈ 更换

１ 次染毒溶液，以保证实验水中溶解氧和实验前

后溶液质量浓度相对稳定．统计并记录暴露后 ３６、
４８、６０、７２、９６ ｈ 等时段斑马鱼胚胎孵化情况，未孵

化的鱼卵用虹吸管吸出．因纳米材料极易团聚，每
次更换溶液前对纳米材料超声 ３０ ｍｉｎ．
１ ３　 分析与表征

采用扫描电子显微镜 ＳＥＭ（ＭＸ２６００ＦＥ，英国

Ｃａｍｓｃａｎ 公司） 和透射电子显微镜 ＴＥＭ （ ＪＥＭ⁃
２１００，日本电子公司）对纳米材料进行表征．

采用电感耦合等离子体质谱仪 ＩＣＰ⁃ＭＳ（Ｘ７，
美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）测定 ＺｎＯ 溶出的 Ｚｎ２＋ 质量浓

度． 将配置好的纳米 ＺｎＯ 染毒溶液静止 ２４ ｈ，
１００ ０００转离心 ３０ ｍｉｎ 后取上清液，用 ＩＣＰ⁃ＭＳ 测

定得出 １，５，１０，２０，５０，１００ ｍｇ ／ Ｌ 纳米 ＺｎＯ 溶出的

Ｚｎ２＋质量浓度分别为 ０ ５９，２ ２５，１ ５１，３ ９６，３ １
和 ２ ３７ ｍｇ ／ Ｌ．
１ ４　 数据处理

实验结果表示为平均值±标准误差，每个质

量浓度重复做 ３ 次．采用 ＳＰＳＳ １３ ０ 软件对数据

进行统计分析，用卡方检验和 ｔ－检验判断实验组

与对照组是否存在差异统计学意义， Ｐ ＜ ０ ０５ 表

示差异有统计学意义．

２　 结果和讨论

２ １　 纳米材料的表征

采用 ＳＥＭ 表征纳米材料的表观形貌，结果如

图 １ 所示． 可以看出：纳米 ＺｎＯ 呈多边形、不规则

形状；纳米 ＴｉＯ２ 呈长条立体状；碳纳米管呈明亮

条状，且相互交织．ＴＥＭ 表征得出材料粒径均在纳

米尺度范围内，与厂商提供粒径基本一致．
２ ２　 纳米 ＺｎＯ 和 Ｚｎ２＋对斑马鱼胚胎孵化率影响

纳米 ＺｎＯ 和 Ｚｎ２＋对斑马鱼胚胎 ９６ ｈ 孵化率

的影响如图 ２ 所示． １，５，１０，２０，５０，１００ ｍｇ ／ Ｌ 纳

米 ＺｎＯ 暴露组对应的孵化率分别为 ８８％，７５％，
５６％，５３％，４６％，２５％，随着暴露质量浓度的增加，
孵化率下降显著，且与暴露质量浓度呈现一定的

剂量效应关系．为考察纳米 ＺｎＯ 溶出的 Ｚｎ２＋对孵

化率是否有影响，根据 １ ３ ＩＣＰ－ＭＳ 测定的结果，
设置系列 Ｚｎ２＋ 溶液的暴露组（０ ５９，２ ２５，１ ５１，
３ ９６，３ １，２ ３７ ｍｇ ／ Ｌ），得出 Ｚｎ２＋暴露对应的孵化

率分别为 ９２％，８９％，８２％，７９％，７３％，７５％．表明

斑马鱼胚胎的孵化率虽然随着 Ｚｎ２＋暴露质量浓度

的增加而有所下降，但较对照组变化不显著，且同

等暴露质量浓度下，纳米 ＺｎＯ 暴露组孵化率明显

低于 Ｚｎ２＋暴露组孵化率．由此可推断，纳米 ＺｎＯ 对

胚胎孵化率有抑制作用，虽然 Ｚｎ２＋有溶出，但对孵

化率没有显著影响．
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纳米ZnO 纳米TiO2 碳纳米管
（ａ）纳米材料 ＳＥＭ 电镜照片

纳米ZnO 纳米TiO2 碳纳米管
（ｂ）纳米材料 ＴＥＭ 电镜照片

图 １　 纳米材料的电镜表征图
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图 ２　 纳米 ＺｎＯ和 Ｚｎ２＋对斑马鱼胚胎 ９６ ｈ孵化率的影响

　 　 图 ３、４ 阐明了斑马鱼胚胎在 ３６～９６ ｈ 的累积

孵化率． 由图 ３ 可见，斑马鱼胚胎 ４８ ｈ 开始孵化，
９６ ｈ 全部孵出，在 ５２ ～ ７２ ｈ（１０ ～ １００ ｍｇ ／ Ｌ）暴露

组，斑马鱼胚胎孵化速度显著变慢，有孵化延迟的

现象．由图 ４ 可见，暴露质量浓度增加后，Ｚｎ２＋ 暴

露组胚胎孵化率同样有下降趋势．图 ３、４ 表明，在
相同暴露质量浓度下，纳米 ＺｎＯ 的累积孵化率显

著低于 Ｚｎ２＋，更直接地证明了 Ｚｎ２＋虽与纳米 ＺｎＯ
的孵化抑制效应有关，但是不起主要作用．纳米

ＺｎＯ 导致斑马鱼胚胎孵化抑制可能是胚胎暴露在

纳米 ＺｎＯ 中后，纳米级的 ＺｎＯ 会进入胚胎的绒毛

囊，从而将绒毛囊堵塞，导致胚胎不能正常分泌孵

化酶和诱发组织缺氧所致．
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图 ３　 纳米 ＺｎＯ 对斑马鱼胚胎累积孵化率的影响
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图 ４　 Ｚｎ２＋对斑马鱼胚胎累积孵化率的影响

　 　 纳米 ＺｎＯ 暴露组的斑马鱼胚胎出现心包水

肿及卵黄囊水肿的畸形现象（图 ５），水肿是斑马
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鱼胚胎心血管系统缺陷所致．由图 ６ 可以看出，随
着暴露质量浓度的增加，水肿出现的几率增大，呈
现一定的剂量依赖性． ５０ 及 １００ ｍｇ ／ Ｌ 纳米 ＺｎＯ

暴露，斑马鱼幼鱼水肿率为 ５％及 ６ ５％，且 ７％左

右的水肿胚胎 ４ ～ ７ ｄ 后死亡，表明心血管系统也

是纳米 ＺｎＯ 毒物作用的主要靶器官．
PE

YE

ＰＥ 为心包水肿； ＹＥ 为卵黄囊水肿

图 ５　 斑马鱼胚胎水肿图片

8

6

4

2

0
0 1 5 10 20 50 100

水
肿

率
/%

ρ(纳米ZnO)/(mg?L-1)

图 ６　 纳米 ＺｎＯ 对斑马鱼胚胎水肿率的影响

２ ３　 碳纳米管对斑马鱼孵化率的影响

碳纳米管对斑马鱼孵化的存活率影响很小．如
图 ７ 所示，斑马鱼胚胎暴露于不同质量浓度碳纳米

管溶液中 ９６ ｈ 后基本全部孵出，未发现死亡或畸

形等现象．由斑马鱼胚胎的累积孵化率（图 ８）可以

看出，在 ４０，６０，１００ ｍｇ ／ Ｌ 等高质量浓度暴露组，斑
马鱼孵化率与对照组相比显著延迟，且随着暴露质

量浓度的增加，孵化延迟效应显著加强，存在剂量

依赖效应，孵化延迟现象基本出现在 ５２～７６ ｈ．
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图 ７　 碳纳米管对斑马鱼胚胎 ９６ ｈ 孵化率的影响

　 　 实验结果显示，导致斑马鱼胚胎延迟孵化的

主要原因是碳纳米管成团聚集并吸附在卵膜外

层，改变卵壳弹性并妨碍氧向胚胎组织内传输，使
组织处于缺氧状态，最终导致胚胎孵化延迟．目前

对于碳纳米材料延迟胚胎孵化的机理还不清楚，
有待进一步研究．
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图 ８　 ３６～９６ ｈ内碳纳米管对斑马鱼胚胎累积孵化率影响

２ ４　 纳米 ＴｉＯ２ 对斑马鱼孵化率的影响

如图 ９ 所示，暴露组斑马鱼胚胎 ９６ ｈ 孵化率

与对照组差异无统计学意义，表明急性暴露纳米

ＴｉＯ２ 不影响斑马鱼的孵化率．图 １０ 表明，大部分

胚胎在 ４８～６０ ｈ 孵化，不同暴露组间差异无统计

学意义．每组孵化胚胎在纳米 ＴｉＯ２ 暴露过程中存

活率为 １００％，并且没有畸形现象出现，表明在本

实验质量浓度下的纳米 ＴｉＯ２ 急性暴露对斑马鱼

胚胎的存活率与畸形率没有显著影响．其他研究

也得到类似的结论［４， １２－１３］ ．
有研究表明腮是纳米 ＴｉＯ２ 对鱼类作用的靶器

官．本实验中纳米 ＴｉＯ２ 未能影响斑马鱼胚胎孵化

可能是由于卵壳的保护作用．因此，低质量浓度暴

露纳米 ＴｉＯ２ 从胚胎至发育成熟，对全生命周期的

斑马鱼发育毒性以及组织特异性有待进一步研究．

·１５·第 １２ 期 尤宏， 等：几种纳米材料对斑马鱼孵化和致畸效应的影响
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图 ９　 纳米 ＴｉＯ２ 对斑马鱼胚胎 ９６ ｈ 孵化率的影响
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图 １０　 ３６～９６ ｈ纳米 ＴｉＯ２ 对斑马鱼胚胎累积孵化率的影响

３　 结　 论

１）不同纳米材料对斑马鱼的发育毒性不同，
纳米 ＺｎＯ 主要影响斑马鱼胚胎孵化率，虽然 Ｚｎ２＋

有溶出，但对孵化率没有显著影响． 纳米 ＺｎＯ 还

可引起斑马鱼胚胎水肿，且水肿率与暴露质量浓

度存在浓度剂量效应关系．
２）碳纳米管溶液和纳米 ＴｉＯ２ 不影响斑马鱼

胚胎 ９６ ｈ 孵化率和存活率，但碳纳米管可使斑马

鱼胚胎短期的孵化延迟． 在同等实验条件下，暴
露质量浓度越高，孵化延迟现象越显著．纳米 ＴｉＯ２

和碳纳米管在暴露时间内对斑马鱼胚胎没有致畸

效应．
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