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硫代硫酸钠干扰斑马鱼胚胎发育并致畸
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摘要　硫的衍生物潜在的威胁着胚胎的发育过程.斑马鱼被用于研究不同浓度 (1×10
- 6～1 molΠL)

的硫代硫酸钠 (sodium thiosulfate , STS)对胚胎发育的影响 ,在解剖显微镜下实时观察斑马鱼胚胎发

育的全过程. 采用 Western 印迹法检测乙酰化的微管蛋白———α2微管蛋白 ( acetylated tubulin ,α2
tubulin)和神经元增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear antigen ,PCNA)的表达 ,分别检测 STS暴露

后胚胎的运动神经元功能 ,神经元的增殖状态.发育中的斑马鱼胚胎暴露于 011～1 molΠL STS ,呈现

出严重的发育迟缓 ,并且伴随多脏器畸形 ;暴露于 10μmolΠL～10 mmolΠL STS ,胚胎呈现循环系统 ,神

经系统以及颌面部畸形.胚胎在 48 hpf (hours post fertilization)时 ,对 STS的暴露敏感高于 24 hpf 和

96 hpf . STS可能干扰细胞的增殖及运动神经元的正常分化. STS可能干扰正常的细胞骨架结构 ,并

在胚胎发育晚期影响细胞增殖 ,对胚胎神经系统、循环系统及颌面部有致畸作用.
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Abstract 　Sulfuric derivatives are potentially hazardous to embryogenesis. The toxic effect of sodium
thiosulfate (STS) (1×10

- 6～1 molΠL) on zebrafish embryo development were studied using real2time in vivo

imaging. The motor neuron proliferation and differentiation were analyzed by the formation dynamics of
acetylated tubulin (α2tubulin) or nuclear antigens (PCNA) in proliferating cell . The development of embryos
exposed to 011～1 molΠL STS was severely retarded. The exposure to 10μmolΠL～10 mmolΠL STS resulted in
malformations in multiple organs ; like the circulatory , nervous and maxillofacial systems. The embryos
appeared to be more sensitive to STS at 48 hours post fertilization (hpf) than at 24 or 96 hpf . 　We conclude
that STS may interfere with the normal cytoskeleton , disturbs cell proliferation and leads to nervous , cardiac
and maxillofacial malformations.
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　　硫的衍生物主要包括二氧化硫 (SO2 ) ,硫化氢 ,

氟化硫 ,亚硫酸盐和硫代硫酸盐等.二氧化硫是大气

中常见的污染物 ,吸入 SO2 可导致未成年小鼠和兔

骨骼变型率增高.国外流行病学调查显示 ,吸入 SO2

可导致人低体重新生儿增多[1 , 2 ]
.还有实验证明 ,二

氧化硫衍生物是一种潜在的神经毒物 ,具有引起哺

乳动物海马神经元细胞 DNA突变的潜在危险[3 ]
.当

给予母体高剂量的亚硫酸氢钠 (313 gΠkg)时 ,大鼠胚

胎出现肾盂及侧脑室膨胀 ,而降低剂量可以降低母

体的体重[4 , 5 ]
.这些结果显示 ,一些硫的衍生物对胚

胎的发育有毒性作用.硫的衍生物对人类健康 ,尤其

是对胚胎发育可能有潜在的危害.

硫代硫酸钠 (sodium thiosulfate , STS)是广泛应用

于食品加工业、造纸业、感光工业、染料制造和医药

工业的一种硫的衍生物.以前的研究结果表明 ,STS

能够对大鼠神经干细胞产生损伤 ,并且可用于恢复

神经干细胞的缺氧模型[6 ] . STS在大鼠实验性胰腺

炎中以微变态为标志 ,可诱导再生性肥大的发展 ,但

它同时也抑制了炎症向慢性转化[7 ]
.一些报道指出 ,

静脉注射 STS治疗水肿 ,可使个别病人产生过敏反

应[8～12 ] .这些报道也暗示了 STS有毒害性.

目前 ,STS对胚胎发育的暴露影响还不清楚.本

研究采用斑马鱼作为实验动物模型 ,研究 STS对胚

胎发育的影响 ,可能为我国孕妇含硫化合物发育暴

露危险度评价工作的开展 ,降低因含硫化合物暴露

导致的生育风险提供参考.

1　材料和方法

111　斑马鱼的饲养与胚胎的选择

斑马鱼 (AB系 ,北京大学生命科学院遗传发育

中心斑马鱼实验室) 喂养方案根据 Westerfield[13 ]的

方法进行.用自动定时器控制光照时间 (照明 14 h

黑暗 10 h 交替) ,雌雄两组分别饲育.定时喂以咸水

丰年虫 (Artemien ,Salina) , 2次Πd ,胚胎来自于水产养

殖设备[13 ]中成对的成熟斑马鱼自然交配 ,用细管吸

取清晨 6～8 h 时产的卵.收集的鱼卵培养于2815 ℃

的培养液 (5 g速溶海盐溶于 25 L 蒸馏水 ,pH 714)

中 ,根据形态特征区分发育阶段.

112　储备溶液的配制及暴露方法

胚胎孵育至 4 hpf ,根据形态特征选取囊胚期胚

胎.将胚胎分组暴露于 1、1 ×10
- 1、1 ×10

- 2、1 ×

10
- 3、1 ×10

- 4、1 ×10
- 5和 1 ×10

- 6
molΠL STS溶液

中 ,每组溶液体积 50 ml ,每个处理时期设 1个对照

组.每批胚胎约 200枚 ,分别孵育至 24、48和 96 hpf

(hours post fertilization) ,随后 ,将一半的胚胎转移至

各浓度 STS溶液 ,剩下一半用培养液培养 ,作为对

照.处理后用培养液冲洗 3次 ,培养至观察期.胚胎

发育至 24 hpf时 ,给于 01003 %苯硫脲 (Sigma2Aldrich

公司)处理 ,防止黑色素生成.

113　形态学观察和统计

胚胎于 12 hpf手工去膜.在 Zess体式显微镜下

观察斑马鱼胚胎 24～96 hpf心血管系统和神经系统

发育的全过程 ,并进行活体成像.采用 Zhang等[14 ]改

良评分系统 ,分别在 48 hpf 和 96 hpf 时 ,对 1×10
- 3

molΠL STS溶液暴露组进行评分 ,每组观察对象为 5

个斑马鱼胚胎.多参数评定各浓度的发育畸形指数

(developmental malformation index , DMI) ,总阳性计数

与总体参数的比值为此浓度下 DMI.

114　Western 印迹分析

选取 1 molΠL STS处理组和正常对照组胚胎孵

育至 24、48 和 96 hpf (24 hpf和 48 hpf 胚胎需手工去

膜) ,每组取 50 枚胚胎加入 200μl 裂解液 (7 molΠL
尿素 , 2 molΠL 硫脲 , 4 % CHAPS , 615 ×10 - 2 molΠL
DTT) ,迅速加入一定比例的蛋白酶抑制剂 ,冰上放

置 1 h ,离心 15 000 rΠmin , 4 ℃, 40 min ,取上清.

Bradford法测蛋白含量 ,将所检测各样品中蛋白总量

调为一致 ,同时各样品上样量均为 20μl . 经 SDS2
PAGE分离的蛋白电转移至 PVDF(Millipore)上 ,电转

条件恒电流 200 mA ,2 h.转移膜用含 5 %脱脂奶粉

的 TBS缓冲液 (5×10
- 2

molΠL Tris2HCl , pH 714 , 115

×10
- 1

molΠL NaCl)室温封闭 1 h ,加入一抗 (鼠单克

隆抗α2微管蛋白抗体 ,鼠单克隆抗 PCNA 抗体 ,

Sigma2Aldrich 公司) 4 ℃孵育过夜.再用 TBS2T ( TBS

含 015 %Tween220)洗膜 3次 ,加入二抗 (碱性磷酸酶

标记马抗小鼠 IgG抗体 ,中杉金桥 ,产品编号 ZB2
2310)孵育 1 h ,洗膜 5次后 ,在暗室中曝光 ,显影 ,观

察结果.

115　统计学分析

实验数据采用图像分析软件 Quantity2one 进行

光密度积分值分析.用 SPSS1310 统计分析软件对样

本的平均光密度采用方差齐性检验和组间 t检验统

计学分析 ,检验水准α为 0105 ,以 P < 0105 为差异

有统计学意义.

2　结果

211　硫代硫酸钠暴露可致早期胚胎发育畸形

研究发现 ,早期胚胎暴露产生的畸形与 STS有

剂量依赖效应 ,并与胚胎所处时期有关. 1×10 - 1～
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1 molΠL STS暴露处理的胚胎有严重的发育迟滞、多

器官发育畸形、血流缓慢和局限性出血. 1 ×10
- 6

molΠL～1×10 - 2 molΠL STS暴露处理表现出心血管系

统和神经系统发育畸形 ,主要表现为颌面部畸形、心

包扩张、血流减慢、脑室膨胀等.在胚胎暴露处理至

24 hpf时 ,观察头部较对照组 ( Fig. 1A , G)小且分化

不清 ,心包略有膨大 (见 Fig. 1 B , H , I) ,而与 48 hpf

(Fig. 1 C ,J )和 96 hpf ( Fig. 1E ,L)对照组相比暴露处

理的胚胎出现心包水肿、视顶盖凹陷和颌面部发育

不良等畸形.说明硫代硫酸钠对斑马鱼胚胎发育影

响的敏感期为早期 (24 hpf)即有轻微影响 ,而晚期

(48 hpf)较为显著.各浓度计量的 STS暴露后的胚

胎 ,48 hpf的死亡率和畸形率均高于 24 hpf (数据未

显示) . 1×10 - 3 molΠL STS暴露处理的发育畸形指数

DMI 48 hpf为 25Π(11×5) = 45145 % ,在 96 hpf为 20Π
(10×5) = 40 % (数据未显示) ,作用靶位点相对集

中在神经系统、心脏及颌面部. STS暴露处理主要干

扰神经发育 ,预示着 STS暴露处理斑马鱼神经管发

育机制还需要进行深入地研究.

Fig. 1　Effects of STS exposure on early embryo development　　The entire processes of cardiovascular system and nervous

system development were observed in zebrafish embryos , incubated from 24 to 96 hpf , using in vivo live imaging. Comparing with

controls (A ,G) ,embryos exposed into STS at 24 hpf (B ,H , I) show abnormal differentiation of head and pericardial expansion ,

while embryos exposed at 48 hpf (D , K) and at 96 hpf ( F ,M) presented with marked pericardial expansion , optic tectum and

maxillofacial malformation. In untreated controls , zebrafish embryos underwent normal development at 48 hpf (C ,J ) and 96 hpf

( E ,L) . OT: optic tectum ; P : pericardium ; M: maxillary surface

212　硫代硫酸钠阻碍运动神经元的发育

本研究对轴突定位的标志物α2微管蛋白
(acetylated tubulin ,α2tubulin) [15 ]进行检测.蛋白印迹

结果显示 :在分子量约 40 kD处有 1条特异性的α2微
管蛋白表达条带 (见 Fig. 2 A) .用灰度表示蛋白条带

中蛋白表达的量.在保证各组蛋白总量一致的前提
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下 ,24 hpf对照组与实验组蛋白表达量灰度值经统计

学分析后 ,无明显差异 ( P > 0105) ,表明α2微管蛋白表
达量无明显改变. 48和 96 hpf 实验组与对照组相比 ,

有显著差异 ,α2微管蛋白表达量明显减少 ( P < 0101)

(Fig. 2 B) .结果表明 ,在胚胎发育晚期 ,经 STS暴露处

理的胚胎运动神经元的发育受到了阻碍.

Fig. 2　Western blot analysis ofα2tubulin in the zebrafish

embryos　　Zebrafish embryos were collected , stripped and

lysed by lysis buffer. Proteins of tissue lyses were purified and

separated by 10 % SDS2PAGE. After electrophoresis , protein

samples from gel were transferred to PVDF membrane. The

PVDF membranes were treated with antibodies. The results

showed that expressions ofα2tubulin in embryos treated with STS

were lower than that in control , especially in 48 hpf and 96

hpf. 3 3 P < 0101. T2text

213　STS干扰胚胎发育晚期的细胞增殖

本研究对反映细胞增殖的标志物增殖细胞核抗

原 (proliferating cell nuclear antigen ,PCNA)进行检测.

蛋白印迹结果显示 :在分子量约 36 kD处有一条特

异性的 PCNA蛋白表达条带 (Fig. 3A) . 24 hpf 对照组

与实验组 PCNA蛋白表达量灰度值经分析后 ,无显

著性差异 ( P > 0105) ,蛋白表达无明显改变. 48 hpf

对照组与实验组蛋白表达量灰度值经分析后 ,有显

著性差异 ( P < 0101) ,实验组与对照组相比 , PCNA

蛋白表达明显增加. 96 hpf 实验组与对照组相比 ,

PCNA蛋白表达明显减少 ( Fig. 3B) ( P < 0105) .上述

改变提示 ,STS在胚胎发育早期对细胞增殖无明显

促进或抑制作用 ;而在发育至 48 hpf 时 ,STS刺激胚

胎细胞大量增殖 ;当部分器官发育成熟后 ,STS的暴

露抑制了晚期开始发育的器官组织的细胞增殖.

Fig. 3 　Western blot analysis of proliferating cell nuclear

antigen ( PCNA) in the zebrafish embryos 　　Zebrafish

embryos were collected , stripped and lysed by lysis buffer.

Proteins of cell lyses were purified and and separated by 10 %

SDS2PAGE. After electrophoresis , protein samples from gel

were transferred to PVDF membrane. The PVDF membranes

were treated with antibodies. The results showed that

expressions of PCNA in embryos treated with STS were no

difference to that in control in 24 hpf , and higher in 48 hpf , but

lower in 96 hpf. 3 P < 0105 , 3 3 P < 0101. T2text

3　讨论

本研究以斑马鱼 (zebrafish ,学名 Danio rerio)作

为模式动物 ,有以下优点 : (1) 斑马鱼可高密度饲

养 ,产卵量大 ,毒性试验时只需微量的化学物质加到

水体中 ,经济方便 ,这对环境中含量极微的环境激素

化合物的研究比采用哺乳动物更显出其优越性 ; (2)

胚胎体外受精 ,可以在母体外对胚胎进行独立操作 ,

胚体透明 ,比小鼠胚胎更容易观察 ; (3)胚胎在宫外

同步快速发育 ,各发育阶段有其明显的特征 ,可直接

观察其组织和器官发育的全过程 ,并可准确地在各

特定阶段进行处理或收集同期胚胎材料 ; (4)斑马鱼

是脊椎动物 ,比果蝇和线虫更接近人类 ,是研究胚胎

神经系统发育畸形的重要模式动物.目前已有研究

证明 ,斑马鱼中枢神经系统 (central nervus systerm ,

CNS)与哺乳动物的神经系统有许多相似之处 ,斑马

鱼胚胎脑部神经元坏死和凋亡可以作为检测神经毒

性的指标 ,尾部运动神经元的凋亡常和运动缺陷有

关 ,α2微管蛋白可以观察运动神经元的改变 , PCNA

468 中国生物化学与分子生物学报 25卷



特异反应大脑神经元增殖的状况[16 ]
.

STS暴露处理主要干扰神经发育 ,预示着 STS

暴露处理斑马鱼神经管发育机制还需要进行深入研

究.为进一步研究 STS作用下斑马鱼神经系统的发

育状况 ,除采用显微活体成像技术进行胚胎发育的

观察外 ,本实验利用了神经系统发育阶段的一些关

键的分子标志 ,进行了蛋白印迹分析 ,以检测 STS暴

露后斑马鱼胚胎运动神经元功能以及神经元的增殖

状态.

α2微管蛋白是细胞骨架蛋白之一 ,在运动神经

元的功能维持中起关键作用 ,与神经轴突相互作用 ,

可用作轴突定位的标志 ,对微管蛋白聚集或微管解

聚的抑制将导致细胞有丝分裂中止[17 ] ,并受甲状腺

激素的特异调节.在脑发育的关键期 ,甲状腺激素减

少可延迟微管蛋白基因发育 ,导致微管组装和稳定

性改变[18 ]
. Hu等[19 ]前期研究结果显示 ,在 STS作用

下 ,在斑马鱼胚胎发育过程中 ,α2微管蛋白主要表达
在端脑、间脑、小脑、尾部脊髓和外周神经中 ,与正常

胚胎相比表达明显减少 ,并且躯干部的运动神经元

的形态呈现薄而短小.本研究结果与其相一致 ,在胚

胎发育晚期 ,STS暴露导致α2微管蛋白表达水平显
著低于对照组 ,说明 STS的暴露影响了细胞质骨架

系统中的微管结构 ,并且可能影响正常的细胞周期 ,

从而影响神经元的增殖与分化 ,进而影响了神经轴

突的的生长或形成 ,最终影响到运动神经元的功能.

这可能是由于胚胎发育时期 ,STS暴露使甲状腺激

素减少从而延迟α2微管蛋白基因发育使α2微管蛋白
基因的表达水平降低[18 ]

,或药物直接与α2微管蛋白
结合 ,有效地阻碍了α2 ,β2微管蛋白二聚体的形
成[20 ]

,使微管的延长受阻 ,进而影响了纺锤体的形

成 ,导致细胞有丝分裂受抑制 ,延缓神经元的正常分

化.α2微管蛋白表达水平降低可能与 miRNA2124 在

转录后翻译水平上的微调控抑制有关[19 ]
.另有报道

指出 ,STS能够辅助增强抗肿瘤药的疗效 ,这可能与

其阻碍微管的延长、导致细胞有丝分裂受抑制有关.

PCNA又名周期素 ,1978年Miyachi 等[21 ]首先在

1例系统性红斑狼疮患者的血清中发现并命名.它

是增殖期细胞特异性表达的核蛋白 ,是检测细胞增

殖状态有效的标志之一[22 ] .在发育早期 ,所有的细

胞都表现为 PCNA阳性 ,但随着形态发生和分化的

进程 ,PCNA的表达逐渐减少 ,仅有一些晚期才开始

发育的器官组织有 PCNA 的表达 ,如胸鳍、咽腭弓

等[23 ]
.在斑马鱼胚胎的发育过程中 ,24 hpf 和 48 hpf

集中表达在端脑、小脑、肌节和尾部神经中 ,96 hpf

则在视顶盖、小脑、胸鳍和腮弓处表达[19 ]
.本研究结

果提示 ,胚胎早期发育器官的细胞增殖对 STS暴露

不敏感 ,而晚期发育器官的细胞增殖对 STS暴露敏

感. 在胚胎发育晚期 ,STS可能通过刺激细胞异常增

殖而引起胚胎部分器官发育畸形. 当部分器官发育

成熟后 ,STS暴露可能通过阻碍这些器官中的微管

延长 ,进而影响了纺锤体的形成 ,使大部分细胞处于

静止状态 ,使细胞有丝分裂受到抑制 ,而少数处于增

殖状态的细胞可能受到细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制因子对细胞周期的负调控作用而使细胞增殖受到

抑制 ,如 P21
cip1与 DNA聚合酶δ竞争结合 DNA聚合

酶δ的辅助因子 PCNA ,直接抑制 DNA 的合成[24 ]
.

PCNA蛋白表达的改变预示了 ,STS在胚胎发育早期

和晚期对细胞增殖的作用机制不同 ,还有待进一步

研究.

总之 ,STS的暴露对斑马鱼胚胎的神经系统、循

环系统及颌面部的发育可产生影响 ,α2微管蛋白的
表达水平降低和 PCNA表达水平的改变可能影响细

胞骨架的正常结构及细胞的增殖 ,说明 STS具有遗

传毒性和致突变的潜在危险.关于 STS对胚胎发育

的影响还有待于进一步探讨.
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