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　　摘要：将转基因斑马鱼Ｔｇ（ＣＹＰ１Ａ：ＧＦＰ）和Ｔｇ（Ｆｌｋ１：ＥＧＦＰ）暴露于不同浓度的３种抗生素（盐酸庆大霉素、硫酸
硫酸卡那霉素、盐酸万古霉素）中２４ｈ，观察其荧光变化。结果表明，以 ＡＢＩＸ野生型斑马鱼胚胎进行毒性试验，药物
暴露２４ｈ后盐酸庆大霉素、硫酸卡那霉素和盐酸万古霉素的最高合理浓度分别为１２０、１５０、２４０μｇ／ｍＬ。３种抗生素
对ＣＹＰ１Ａ转基因斑马鱼幼鱼药物暴露２４ｈ后，盐酸庆大霉素、硫酸卡那霉素和盐酸万古霉素分别在２、４、０．４μｇ／ｍＬ
时开始出现荧光。而与对照（０μｇ／ｍＬ盐酸万古霉素）相比，Ｆｌｋ１转基因斑马鱼胚胎只有当２４０μｇ／ｍＬ盐酸万古霉素
的高浓度暴露下才会出现血管被显著抑制的效果（Ｐ＜０．０５）。综上所述，Ｆｌｋ１对这３种药物的敏感度过低，不适合用
于这３种抗生素污染的检测，而ＣＹＰ１Ａ转基因斑马鱼幼鱼对这３种抗生素的敏感度都很高，可以作为这些抗生素污
染的生物监测手段，这进一步开发了转基因斑马鱼在水环境检测氨基糖苷类和糖肽类抗生素污染中的应用。
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　　近年来，在全球各地自然环境中频繁检测到抗生素，这些
抗生素大多数为人用非处方药、兽用抗生素和饲料添加剂，其

使用量大，持续时间持久，在环境中广泛存在，对于非靶标生

物特别是水生生物的毒性作用逐渐受到重视。以我国为例，

２０１３年全国３６种常用抗生素总消耗量约为９２７００ｔ，其中
５４０００ｔ抗生素经由人和动物排泄到体外，经过各种污水处
理系统，最终５３８００ｔ抗生素进入自然环境中［１］。畜牧业使

用的抗生素绝大多数以原药被牲畜排泄物带进土壤后渗入地

下水形成污染；水产养殖中使用的抗生素则有７０％ ～８０％最
终会进入水环境［２］。目前使用较多的抗生素的种类主要有：

β－内酰胺类、氨基糖苷类、四环素类、氯霉素类、大环内酯
类、糖肽类抗生素、喹诺酮类等。

斑马鱼（ｚｅｂｒａｆｉｓｈ，Ｄａｎｉｏｒａｒｉｏ）具有个体小、发育周期短、
养殖费用低、体外受精、透明、单次产卵数较高以及对污染物

的反应快速等优点。更重要的是，斑马鱼的基因与人类基因

相似度高达８７％，并拥有与人相似的组织器官和系统，被国
际标准化组织（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒＳｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ，
ＩＳＯ）和经济合作与发展组织（ＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒＥｃｏｎｏｍｉｃＣｏ－
ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＯＥＣＤ）认定为标准鱼类毒性测试
生物。水体受到污染物侵入后，鱼的生存环境发生转变，污染

物通过鱼类鳃呼吸运动、吞食和鱼体表面渗入进入体内，继而

鱼类的生理活动随着水体环境的污染程度做出反应［３－４］。其

行为变化遵循环境压力模型，即随时间经历稳定、急剧变化、

恢复、逐渐消失过程，行为强度会随污染物浓度和时间而变

化［５－６］。相比于斑马鱼成鱼，早期生命阶段的斑马鱼胚胎因

其快速、敏感、高通量和体外测试等优点被逐渐用于环境监测

领域，成为环境监测的“哨兵”和“指示兵”［７］。

盐酸庆大霉素和硫酸卡那霉素同属氨基糖苷类化合物，

作为廉价的广谱性抗菌素，在规模化养殖中使用广泛，近年来

也有盐酸庆大霉素对鸡瘟治理效果很好的相关报道［８］。我

国是氨基糖苷类抗生素的主要生产国，至２０１０年，盐酸庆大
霉素产量突破２５００ｔ，其他如硫酸卡那霉素、奈替米星等的产
量合计近１０００ｔ［９］。氨基糖苷类抗生素脂溶性差，因此人体
和畜禽的胃肠道几乎不吸收，肌肉注射后大部分以原药经肾

排泄［１０］，因此在食物链中的富集情况非常严重。有研究认为

氨基糖苷类抗性基因是在污水、废水和动物粪便中最频繁检

出的一类抗性基因［１１］，在天然水体中也有检出［１２］，并且很多

氨基糖苷类抗性基因与可移动遗传元件有关。然而氨基糖苷

类抗生素及其抗性基因对环境影响的相关研究并不多。盐酸

万古霉素属于糖肽类抗生素，其作用机制主要是通过阻碍细

菌细胞壁的合成导致致病菌死亡，临床上主要用于治疗严重

革兰氏阳性菌感染，尤其是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（ＭＲＳＡ）感染［１３］。因对革兰氏阳性菌有很强的抗菌效果，所

以广泛用于家禽、家畜等饲料添加剂和兽药［１４］。但这种药物

的滥用导致耐药菌快速产生。据报道，２００３年出现了大量耐
盐酸万古霉素细菌［１５］。因此，我国农业农村部规定将盐酸万

古霉素列为禁用兽药。本试验选用这３种使用比较普遍的抗
生素为对象，用生物监测手段观察转基因斑马鱼对不同浓度

抗生素的反应，以期开发斑马鱼对于水质快速检测的潜力，使

水质抗生素检测更经济快捷。

１　材料与方法

１．１　材料
试验药品：盐酸庆大霉素、硫酸卡那霉素、盐酸万古霉素

（Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ，北京）。斑马鱼：ＡＢＩＸ野生型、Ｔｇ（ＣＹＰ１Ａ：ＧＦＰ）
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和Ｔｇ（Ｆｌｋ１：ＥＧＦＰ）转基因型品系购自国家斑马鱼资源中心
（ＣＺＲＣ）。仪器设备：斑马鱼养殖系统（爱生科技发展有限公
司，北京）；ＢＰＣ－２５０Ｆ型生化培养箱（一恒科学仪器有限公
司，上海）；Ｘ７１荧光显微镜（奥林巴斯公司，日本）；一次性吸
管、培养皿、塑料六孔细胞培养板（ＴｒｕｅＬｉｎｅ，美国）；三卡因甲
磺酸盐麻醉剂（简称 ＴＭＳ，ＣＡＳ编号：８８６－８６－２，Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司，美国）；氯化钠、碳酸氢钠等化学药品均为分析
纯，购自西陇科学股份有限公司；ＨｅａｌＦｏｒｃｅ超纯水系统（力
康集团，香港）。

１．２　３种抗生素的毒性试验
斑马鱼胚胎毒性试验：为保证对照组胚胎死亡率小于

５％，排除未受精及异常胚胎对毒性评价的干扰，本试验选择
在受精后４８ｈ（４８ｈｐｆ）开始暴露药物。收集到胚胎６ｈ后，去
除异常和死胚，最后挑选出发育正常的胚胎。试验浓度范围

根据预试验结果设置，将提前配制的高浓度储备液用蓝水稀

释到不同梯度，包含１个对照组，５个处理组。每个处理组包
含３个生物学重复，２０个胚胎为１个重复。试验在６孔板中
进行，每孔加入２０个健康胚胎，尽量去除水分之后再分别加
入不同浓度的处理液５ｍＬ，对照组加入等体积蓝水。采用半
静态方式进行暴露处理，将培养皿置于恒温生化培养箱中，暴

露总时间为９６ｈ（即从４８ｈｐｆ～１４４ｈｐｆ），培养箱孵化温度为
（２８±０．５）℃，处理液ｐＨ值维持在７，电导率约５１０μＳ／ｃｍ，
溶氧量＞６ｍｇ／Ｌ，胚胎保持光 —暗周期为１４ｈ—１０ｈ。毒性
试验对斑马鱼胚胎每２４ｈ更换１次处理液，及时挑出死亡的
胚胎。每２４ｈ对斑马鱼胚胎进行１次镜检观察，计量不同时
期的各项生理指标和死亡、畸形等数据，进行记录。

１．３　抗生素对血管发育的影响
３种抗生素的不同浓度对４８ｈｐｆ的Ｆｌｋ１斑马鱼胚胎暴露

２４ｈ，然后用荧光显微镜观察节间血管的直径。
１．４　抗生素对ＣＹＰ１Ａ蛋白表达的影响

在对ＣＹＰ１Ａ和 Ｆｌｋ１的试验中，斑马鱼胚胎于４８ｈ用灭

过菌的镊子显微镜下手动破膜，并挑选出正常发育的幼鱼。３
种抗生素的不同浓度对 ４８ｈｐｆ的 ＣＹＰ１Ａ斑马鱼胚胎暴露
２４ｈ，然后用荧光显微镜观察荧光强度。
１．５　试验时间及地点

试验于２０１７年５月至２０１８年２月，在海南大学热带作
物种质资源保护与开发利用教育部重点实验室进行。

１．６　数据统计
ＣＹＰ１Ａ斑马鱼胚胎观察其头部荧光强度，用软件ＩｍａｇｅＪ

反转成灰度值分析出其荧光强度，最终以荧光强度值相互比

较；Ｆｌｋ１斑马鱼胚胎观察其血管发育情况，选取中间部位的
节间血管用Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏｐｌｕｓ分析出血管的直径，试验每组每
个浓度胚胎数量至少２０个。所有数据用ＳＰＳＳ分析，ｇｒａｐｈｐａｄ
作图。

２　结果与分析

２．１　斑马鱼胚胎毒性试验
２．１．１　盐酸盐酸庆大霉素对胚胎死亡率的影响　根据预试
验结果，药物暴露９６ｈ后，９００μｇ／ｍＬ浓度组幼鱼全部死亡，
所以笔者选用９００μｇ／ｍＬ为盐酸庆大霉素的最高浓度。如
图１－Ａ，药物暴露２４ｈ后盐酸庆大霉素的毒性开始显露，当
盐酸庆大霉素为１８０μｇ／ｍＬ时胚胎开始出现极少数死亡，死
亡率只有２．５％。
２．１．２　硫酸硫酸卡那霉素对胚胎死亡率的影响　预试验结
果表明，药物暴露９６ｈ后，１０００μｇ／ｍＬ浓度组幼鱼全部死
亡，药物暴露２４ｈ后从２００μｇ／ｍＬ开始出现死亡（图１－Ｂ）。
２．１．３　盐酸万古霉素对胚胎死亡率的影响　盐酸万古霉素
不同浓度暴露 ９６ｈ后，笔者发现当盐酸万古霉素浓度为
１２００μｇ／ｍＬ时幼鱼全部死亡，因此将１０００μｇ／ｍＬ设为处
理的最高浓度。药物暴露 ２４ｈ后当盐酸万古霉素浓度为
３００μｇ／ｍＬ时胚胎开始出现死亡，表明盐酸万古霉素的毒性
发生点在２００μｇ／ｍＬ浓度持续处理２４ｈ处（图１－Ｃ）。

２．２　抗生素对血管发育的影响
根据抗生素对胚胎处理２４ｈ毒性的影响（图１），盐酸庆

大霉素选用４０、８０、１２０μｇ／ｍＬ浓度处理Ｆｌｋ１幼鱼；硫酸卡那
霉素选用５０、１００、１５０μｇ／ｍＬ浓度处理 Ｆｌｋ１幼鱼；盐酸万古
霉素选用８０、１６０、２４０μｇ／ｍＬ浓度处理幼鱼。盐酸庆大霉素
和硫酸卡那霉素处理组的节间血管发育与对照（０μｇ／ｍＬ）相
比无显著差异，当盐酸万古霉素浓度为２４０μｇ／ｍＬ处理时胚
胎血管直径与对照出现显著差异（Ｐ＜０．０５）（图２、图３），节
间血管的直径减少至２μｍ以下。

２．３　抗生素对ＣＹＰ１Ａ蛋白表达的影响
预试验表明，随着药物处理时间的延长，幼鱼最先出现绿

色荧光的是脑部。由图４可知，药物暴露２４ｈ后，这３种抗
生素低浓度时可以促进ＣＹＰ１Ａ蛋白质的表达，并有浓度依赖
性。由图４、图５可知，２μｇ／ｍＬ盐酸庆大霉素处理组开始出
现荧光，随着浓度增加各组间荧光强度逐渐增强并具有显著

差异（Ｐ＜０．０５）；４μｇ／ｍＬ硫酸卡那霉素处理组开始出现荧
光，６μｇ／ｍＬ处理组的荧光强度是４μｇ／ｍＬ组的４倍，各组与
对照组均具有显著差异（Ｐ＜０．０５）；其中，ＣＹＰ１Ａ蛋白对盐酸
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万古霉素的敏感性比盐酸庆大霉素和硫酸卡那霉素更强，在

０．４μｇ／ｍＬ处理组就开始出现荧光，相比于氨基糖苷类的盐
酸庆大霉素和硫酸卡那霉素更敏感。

３　讨论

氨基糖苷类抗生素具有较强的肾毒性和耳毒性［１６］，其滥

用滥排现象已对人类和动物的生存环境构成威胁。盐酸万古

霉素属糖肽类抗生素，起初因良好的耐药菌治疗效果在畜牧

行业大量使用，因其滥用造成耐盐酸万古霉素菌快速形成。

这些表明，环境中抗生素的污染不容小觑，因此，抗生素的早

期检测是非常重要的。笔者希望转基因斑马鱼在作为现代医

学模式动物“宠儿”的同时，也能在水环境监测中起到作用。
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　　Ｆｌｋ１（ＥＧＦＰ）斑马鱼是针对血管发绿色荧光的转基因斑
马鱼，Ｃｒｏｓｓ等运用Ｇ－ＲＣＦＰ标记插到 ＶＥＧＦ２基因的启动子
序列表达，从而得到了有绿色荧光血管的转基因斑马鱼，能很

清楚地观察到血管的状态［１７］。利用血管的可视化，可以快速

准确地看出药物对血管的作用，本试验结果表明，盐酸庆大霉

素和硫酸卡那霉素在一定浓度下对血管发育没有明显影响，

而盐酸万古霉素在较高浓度时才有抑制血管生成的作用，这

说明Ｆｌｋ１转基因斑马鱼不适用于这３种抗生素的快速检测。
ＣＹＰ１Ａ属于细胞色素Ｐ４５０超家族，广泛分布于脑、肝及

其他很多部位中，参与烃类致癌物的代谢，ＣＹＰ１Ａ２在肝组织
中有特异性表达，参与许多前致癌物和前毒物的代谢活

化［１８］。ＣＹＰ１Ａ转基因斑马鱼目前在水质检测方面较多应用
于多环芳香烃类化合物的检测［１９］，很少用于其他污染物的检

测。Ｏｈｌｓｅｎ等检测医院废水中的抗生素浓度，其中盐酸庆大
霉素的浓度不低于０．０１ｍｇ／Ｌ［２０］。本试验数据表明，盐酸庆
大霉素和硫酸硫酸卡那霉素浓度分别为２μｇ／ｍＬ和４μｇ／ｍＬ
时，ＣＹＰ１Ａ斑马鱼头部开始出现荧光。盐酸万古霉素浓度为
０．４μｇ／ｍＬ时，幼鱼头部开始出现荧光，这表明 ＣＹＰ１Ａ对盐
酸万古霉素更敏感。所以 ＣＹＰ１Ａ具有作为氨基糖苷类化合
物生物监测手段的潜力。

４　结论

随着基因工程技术的发展，转基因斑马鱼技术也越来越

成熟。本试验得出，ＣＹＰ１Ａ斑马鱼在用于检测卤化芳香族碳
氢化合物的同时，也可以作为其他部分化合物的生物标记。

Ｆｌｋ１斑马鱼对这３种抗生素的敏感程度太低，所以不适合作
为这３种抗生素的检测手段。这说明一种转基因斑马鱼在用
于医学定向研究的同时可能还具有用于检测水体中化合物污

染的作用，这进一步扩展了转基因斑马鱼的用途，为水体环境

污染的快速监测提供了更经济方便的手段。
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