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　　摘要：目前纳米技术发展和应用以指数形式快速增长，纳米氧化铜（ｃｏｐｐｅｒｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＣｕＯＮＰｓ）因在吸光
性、磁性、化学催化和热传导等方面具有独特的优势而得到广泛应用，近期关于 ＣｕＯＮＰｓ对细胞、动物胚胎和植物的
毒性报道日益增多，但是关于ＣｕＯＮＰｓ对鱼类甲状腺系统的报道相对较少。因此，本试验选用斑马鱼作为研究对象，
从细胞形态、激素水平和基因层面研究了纳米氧化铜对斑马鱼甲状腺系统造成的干扰效应。结果表明，ＣｕＯＮＰｓ可损
伤甲状腺滤泡结构，改变上皮细胞形态，诱导甲状腺激素Ｔ３和Ｔ４上升并且造成代谢酶编码基因ｕｇｔ１ａｂ的表达下调。
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　　随着纳米技术的蓬勃发展，纳米材料的毒理机制已成为
一个研究热点。纳米氧化铜（ｃｏｐｐｅｒｏｘｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＣｕＯ
ＮＰｓ）是一种不溶于水的黑色金属氧化物，凭借其小尺寸效
应、表面效应、体积效应、量子尺寸效应等良好的物理性能在

吸光性、磁性、化学催化和热传导等方面具有优势。因此，

ＣｕＯＮＰｓ广泛应用于各行各业，在光电子领域，ＣｕＯＮＰｓ可作
为超／热传导材料、电子芯片、半导体及传感器的生产原
料［１］。ＣｕＯＮＰｓ也可用作木材的防腐剂、防毒面具和抗菌涂
料，还可以有效地去除羟类和氰化物［２－３］。在大量使用 ＣｕＯ
ＮＰｓ的同时，一部分ＣｕＯＮＰｓ会泄露到环境中，不仅对生态环
境造成胁迫，还可通过皮肤黏膜接触和食物链等途径直接危

害动物健康。例如，ＣｕＯＮＰｓ可诱导人体肺部上皮细胞
（Ａ５４９）产生氧化应激反应和 Ｐ５３信号通路的异常［４］。Ｚｈａｏ
等研究ＣｕＯＮＰｓ对青年鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）的毒性时发现，
１００ｍｇ／ＬＣｕＯＮＰｓ可在肠道和鳃内产生累积效应，还阻滞鲤
鱼的生长发育［５］。有报道称，ＣｕＯＮＰｓ对植物拟南芥
（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）［６］和芥菜（ＢｒａｓｓｉｃａｊｕｎｃｅａＬ．）［７］的根发
育和木质化形成具有抑制作用。由此可见，ＣｕＯＮＰｓ对人体
细胞、植物和鱼类等具有毒性作用。近年来，斑马鱼（Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ）作为一种新型脊椎动物模型，越来越多地被应用在体内
药物毒理和功效的筛选及评估化学物质的毒性试验［８－１０］。

同时，有研究发现斑马鱼的基因组、毒性特征、信号传导与人

类高度相似，斑马鱼在解剖学、生理学和分子水平上也与哺乳

动物相似［１１］。但以往纳米材料对斑马鱼的毒性研究集中在

胚胎发育毒性和急性毒性方面。曾有人证实，ＣｕＯＮＰｓ可引
起胚胎的氧化应激反应，使乙酰胆碱酯酶和 ＡＴＰ酶失活，抑
制胚胎的生长发育［１２］；Ｓｕｎ等研究发现ＣｕＯＮＰｓ还可影响斑

马鱼胚胎的肝脏发育和视神经分化［１３］；ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼胚
胎的体节生长、神经和心血管发育同样也具有一定的

影响［１４］。

虽然纳米材料的急性毒性研究已取得重大的进展，但关

于纳米材料对鱼类的内分泌影响的数据较少，尤其关于 ＣｕＯ
ＮＰｓ对处于生长发育阶段的斑马鱼甲状腺的毒性研究相对匮
乏。脊椎动物的甲状腺系统是重要的内分泌系统之一，其分

泌的甲状腺激素（ｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓ，ＴＨｓ）包括甲状腺素（Ｔ４）
和三碘甲腺原氨酸（Ｔ３），在生长发育、调节新陈代谢速率以
及维持生殖功能稳定和体内自稳态等方面起着至关重要的作

用［１５－１６］。而环境污染物对生殖和甲状腺等内分泌干扰效应

的试验中，斑马鱼也是一种常见的实验室模式动物［１７－１８］。因

此，本研究选取斑马鱼幼鱼（１个月）作为受试动物，在 ＣｕＯ
ＮＰｓ悬浮液中暴露２０ｄ后，观察甲状腺滤泡的病理组织切
片，检测Ｔ３和Ｔ４的水平，初步探究了纳米氧化铜（ＣｕＯＮＰｓ）
对斑马鱼甲状腺系统的干扰效应。

１　材料与方法

１．１　试验用鱼
斑马鱼种鱼（购自国家斑马鱼资源中心）在实验室驯养

半个月以上方可产下胚胎，驯养条件为光照、黑暗周期为１２、
１０ｈ，水温保持２８℃左右，投喂丰年虾。试验幼鱼由胚胎孵
化培养１个月所得，其间喂食草履虫和蛋黄营养液，注意清洁
灭菌。

１．２　试验药品
纳米氧化铜（ＣｕＯＮＰｓ），购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，纯

度≥９９％，平均粒径为５０～６０ｎｍ。间氨基苯甲酸乙酯甲磺
酸盐（ＭＳ－２２２），购自Ａｌａｄｄｉｎ阿拉丁公司。斑马鱼三碘甲状
腺原氨酸（Ｔ３）和甲状腺素（Ｔ４）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒，购自上海
哈灵生物科技有限公司。ＤＥＰＣ、Ｔｒｉｚｏｌ和 ｃＤＮＡ反转录试剂
盒，均购自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光探针（ＢＩＯ－ＲＡＤ）。
１．３　甲状腺滤泡病理切片

称取１ｍｇ的ＣｕＯＮＰｓ至２００ｍＬ去氯曝氧自来水，超声
３０ｍｉｎ，制得母液。配制不同浓度梯度的ＣｕＯＮＰｓ（０、１０、５０、
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１００μｇ／Ｌ）悬浮液作为幼鱼的养殖水。暴露容器为５Ｌ大烧
杯，每浓度设３个平行，每个平行１０条鱼，每日定时更换全部
养殖水。试验周期为 ２０ｄ，暴露结束后，用 ２００ｍｇ／Ｌ的
ＭＳ－２２２麻醉斑马鱼，切取下颌部位。采用苏木 －伊红
（ＨＥ）染色法制作甲状腺滤泡的切片，具体过程：甲醛固定和
流水冲洗；不同浓度乙醇脱水；二甲苯透明；浸蜡和包埋；切

片、铺片、烤片；二甲苯脱蜡和苏木伊红染色；脱水和封片。最

后用正置光学显微镜（ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＥ１００）观察切片结果，放
大４００倍，在成像系统（ＮＩＫＯＮＤＳ－Ｕ３）上采集图像。
１．４　甲状腺激素含量的测定

试验周期结束后，取整鱼匀浆，取上清。采用双抗一步夹

心酶联免疫吸附（ＥＬＡＳＡ）法测定匀浆中Ｔ３和Ｔ４的含量。具
体步骤：在９６孔板中设置标准品孔和样本孔，在标准品孔和
样本孔中均加入１００μＬ相同浓度Ｔ３或Ｔ４抗体，封板膜密封
反应孔，３７℃恒温箱温育；２ｈ后洗板，即甩去反应液，在吸水
纸上拍干，每孔再加满洗涤液，甩干拍板，重复３～５次；标准
品孔各加不同浓度的标准品５０μＬ，待测样本孔先加样本（不
同浓度组的斑马鱼匀浆上清）１０μＬ，再加样本稀释液４０μＬ
（即样本被稀释５倍），空白孔则不加。温育，重复上述洗涤
过程。之后，标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶

标记的检测抗体１００μＬ，温育０．５ｈ；每孔加入 ５０μＬ显色
液，３７℃避光孵育１５～２０ｍｉｎ；最后每孔加入５０μＬ硫酸，在
４５０ｎｍ波长处测定每孔的吸光度Ｄ值。绘制标准曲线，横坐
标是标准品的浓度，纵坐标是对应 Ｄ值，绘制出标准品线性
回归曲线，按曲线方程计算各样本浓度值，再乘以稀释倍数，

即得到实际样本浓度。

１．５　代谢基因ｕｇｔ１ａｂ表达的定量分析
Ｔｒｉｚｏｌ法提取整鱼的总 ＲＮＡ，参照邓莉等的方法［１９］，

ｃＤＮＡ反转录参照试剂盒说明书。本试验选用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ
作为ＤＮＡ结合染料，β－ａｃｔｉｎ作为内参基因，引物设计主要
参考Ｙｕ等的方法［２０］，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。具体引物序列

详见表１，反应体系详见表２。扩增程序设置：预变性９５℃
３０ｓ；变性９５℃ ５ｓ，退火５８℃１０ｓ，延伸７２℃３０ｓ，４０个循
环。每个处理组设置３个平行，每个样本设置２个技术重复。
本试验中采用Ｌｉｖａｋ（２－ΔΔＣＴ）法［２１］确定不同样本中目标基因

表达水平的相对差异。

表１　本研究所使用的扩增引物序列

基因名称 基因序列号 引物序列（５′→３′）
β－Ａｃｔｉｎ ＮＭ１３１０３１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＣＧＣＴＧＣＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＣＴＧＧＧＴＣＧＴＣ
ｕｇｔ１ａｂ ＮＭ２１３４２２ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＣＡＣＣＡＡＧＴＣＴＴＴＣＣＧＴＧＴＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＣＡＧＴＣＣＴＴＣＡＣＡＧＧＣＴＴＴＣ

表２　实时荧光定量ＰＣＲ反应体系

名称 用量（μＬ）
ｃＤＮＡ模板 １
前引物 ０．４
后引物 ０．４
荧光探针 ５
灭菌水 ３．２
总计 １０

１．６　数据处理
用ＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７．０统计分析软件进行统计分析和处

理数据，以“平均值 ±标准差”表示结果，“”表示在统计学
上具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。采用软件Ｏｒｉｇｉｎ９．１作图。

２　结果与分析

２．１　ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼甲状腺滤泡的影响
斑马鱼暴露在不同浓度的ＣｕＯＮＰｓ悬浮液中２０ｄ后，由

图１可知，对照组（Ａ）的甲状腺滤泡由上皮细胞围绕着充满
均匀胶质的滤泡腔组成，并且上皮细胞的细胞核形状规则单

一；１０μｇ／Ｌ组（Ｂ）的甲状腺滤泡开始出现腔内胶质液体流
失；５０μｇ／Ｌ组（Ｃ）的胶体流失更加明显，同时还伴有上皮细
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胞增生现象；在高浓度１００μｇ／Ｌ组（Ｄ），除了胶质液体减少、
细胞增生，还出现细胞形状变柱高状和细胞核变肥大不规则。

由此可见，ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼的甲状腺滤泡造成胶体流失、上
皮细胞增生、细胞形态改变和细胞核异常等损伤作用。

２．２　ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼Ｔ３水平的影响
斑马鱼暴露在不同浓度的ＣｕＯＮＰｓ悬浮液中２０ｄ后，体

内的Ｔ３水平见图２。随着ＣｕＯＮＰｓ浓度的上升，Ｔ３含量也上
升，呈现剂量的依赖性。对照组的 Ｔ３含量为 ３．２ｎｇ／ｍＬ，各
浓度组的Ｔ３含量均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），分别上升了
６０．６３％、８１．８８％和９５．９４％。

２．３　ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼Ｔ４水平的影响
由图３可知，Ｔ４表达趋势和 Ｔ３相似。对照组的 Ｔ４含量

为１２．８７ｎｇ／ｍＬ，根据差异显著性分析，当 ＣｕＯＮＰｓ为 ５０、
１００μｇ／Ｌ时，其Ｔ４含量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），分别上升
了５３．８５％和７７．８６％，而１０μｇ／Ｌ处理与对照组差异不显著。

２．４　ＣｕＯＮＰｓ对代谢基因水平的影响
斑马鱼暴露在不同浓度的ＣｕＯＮＰｓ悬浮液中２０ｄ后，参

与激素代谢过程的基因ｕｇｔ１ａｂ表达趋势见图４。当ＣｕＯＮＰｓ
为５０、１００μｇ／Ｌ时，其ｕｇｔ１ａｂ表达倍数显著低于对照组（Ｐ＜
０．０５），分别下调了０．２９倍和０．８３倍。

３　讨论与结论

３．１　ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼甲状腺滤泡的影响
一般而言，组织的病理变化可以直观反应外源物质对机

体的损伤状况。鱼类在接触水体中一些污染物后，甲状腺组

织结构会发生结构性变化，主要包括滤泡上皮厚度增厚或变

薄、上皮细胞肥大和增生、胶质减少等。与其他硬骨鱼类一

样，斑马鱼的甲状腺是一个弥散在体内的腺体，在咽喉部的鳃

小动脉处可发现大量的甲状腺滤泡［２２］，所以本研究切取斑马

鱼的下颌制作组织切片以观察 ＣｕＯＮＰｓ对甲状腺滤泡机构
的影响。鱼类的Ｔ４合成过程发生在甲状腺滤泡的上皮细胞
中，体内Ｔ４水平与甲状腺滤泡的结构变化有直接的关联。有
研究表明，暴露在１０００ｎｇ／Ｌ多氯联苯（Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４）下的褐
牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）幼鱼，各处理组中均出现甲状腺
滤泡个体变小、胶质流失、上皮细胞增生等现象，由此推测，Ｔ４
水平下降，可能与甲状腺滤泡合成受到 Ａｒｏｃｌｏｒ１２５４抑制有
关［２３］。在微囊藻毒素（ＭＣ－ＬＲ）对青年期的斑马鱼毒性试验
中，暴露２８ｄ后甲状腺滤泡上皮细胞出现肥大和增生。在暴
露１４ｄ时，２５ｇ／Ｌ组的Ｔ４含量显著上升，暴露２１ｄ时，所有处
理组的Ｔ４含量均显著上升，由此可见，ＭＣ－ＬＲ刺激甲状腺滤
泡细胞增生，可能是诱导Ｔ４急剧合成的重要原因之一

［２４］。有

人曾推测，甲状腺滤泡上皮细胞变柱高状，呈“细胞分裂”象，

滤泡内的胶体减少，可能是甲状腺功能亢进的体现［２５］。

本研究切片结果显示，甲状腺滤泡中胶质液体减少、上皮

细胞增生和细胞形状变柱高状，这些现象又与Ｔ４水平的上升
密切相关，由此推测，ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼甲状腺的组织结构造
成病理损伤，可能进一步加快了Ｔ４的合成速率。
３．２　ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼Ｔ３和Ｔ４的影响

由于Ｔ４不能直接发挥甲状腺激素效应，因此存在于靶器
官中的脱碘酶能把Ｔ４脱碘转化为生物活性更高、能够参与正
常生理活动的Ｔ３，维持Ｔ３和 Ｔ４的平衡是动物进行各种正常
生理活动的基础［２６］。外源物质对甲状腺系统的干扰效应，除

了损伤腺体之外，最常见的是引起 ＴＨｓ水平的变化。杜佳等
研究表明，全氟辛烷磺酸钾（ＰＦＯＳ）和纳米氧化锌（Ｎａｎｏ－
ＺｎＯ）的联合暴露可增加斑马鱼幼鱼体内的 Ｔ３含量，同时抑
制体内Ｔ４的含量

［２７］。Ｃｈａｎｇ等将成年斑马鱼暴露于不同浓
度的丁草胺中，结果显示在暴露３０ｄ后，１００μｇ／Ｌ组的Ｔ３和
Ｔ４水平均出现显著上升的趋势

［２８］。

在本研究中，暴露在 ＣｕＯＮＰｓ中的斑马鱼各处理组的
Ｔ３、Ｔ４水平均呈现显著性上升，并伴有剂量的依赖性，ＴＨｓ水
平的变化可直接影响斑马鱼甲状腺的正常生理活动。

３．３　ＣｕＯＮＰｓ对代谢基因的影响
尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶（ＵＤＰＧＴ）主要分布在肝、

肠道和肾等器官中，它能将机体内的外来异物和内源物质及

时代谢排出体外［２９］。当斑马鱼体内产生过量的ＴＨｓ时，内质
网上的尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶（ＵＤＰＧＴ）为糖基供体
与底物ＴＨｓ结合进行葡萄糖苷化反应，增强 ＴＨｓ的水溶性，
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使其快速从胆汁、鳃和皮肤排出［２６］。当 ＵＤＰＧＴ活力降低时，
会造成体内的ＴＨｓ大量滞留。检测斑马鱼 ＵＤＰＧＴ编码基因
ｕｇｔ１ａｂ表达水平，可以间接反应出ＵＤＰＧＴ的活力。在本研究
结果中，１０μｇ／Ｌ组的 ｕｇｔ１ａｂ表达轻微上调，５０、１００μｇ／Ｌ组
的表达均呈现下调趋势，由此可见，ＣｕＯＮＰｓ影响激素代谢基
因的表达，从而影响代谢酶的活力，所以斑马鱼体内的甲状腺

激素不能及时代谢排出，导致幼鱼体内的Ｔ３和Ｔ４含量偏高。
以上试验结果表明，ＣｕＯＮＰｓ对斑马鱼甲状腺系统的干

扰效应主要表现为甲状腺滤泡的结构和细胞形态发生变化，

这可能与体内甲状腺激素偏高有关，而激素水平偏高与激素

的代谢受到抑制有关。关于 ＣｕＯＮＰｓ对鱼类甲状腺系统的
具体干扰途径可作进一步的研究。
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