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基于斑马鱼幼鱼的塑化剂肝毒性危害识别研究

王小红，方瑾，张倩男，孙拿拿，杨辉，贾旭东

（国家食品安全风险评估中心，北京 100021）

摘 要：目的 采用塑化剂邻苯二甲酸二乙基己酯（DEHP）和邻苯二甲酸二丁酯（DBP）作为阳性对照，建立斑马

鱼幼鱼脂肪肝毒性风险评估模型进行塑化剂邻苯二甲酸丁酯苯甲酯（BBP）肝毒性危害识别。方法 分析 DEHP 和

DBP 暴露后斑马鱼肝脏脂肪信号强度及过氧化物酶体增殖物激活受体（PPAR）靶基因 CD36 的表达，初步构建斑马

鱼幼鱼肝毒性模型；基于此模型对 BBP 进行肝毒性评价，此外采用肝脏表达绿色荧光转基因斑马鱼幼鱼进行肝密

度分析、甘油三酯（TG）定量检测以及成鱼肝脏病理检查进一步验证模型的可靠性，应用基准剂量法（BMD）推导关

键效应点。结果 DEHP、DBP 表现出极显著诱发脂肪肝风险（均 P<0. 01），显著上调 CD36 相对表达量（P<0. 001，
P<0. 05），提示造模成功。BBP（0. 000 012 5%、0. 000 025%、0. 000 05%）诱发斑马鱼幼鱼显著的脂质沉积（P<0. 05，P
<0. 001，P<0. 001）、显著影响密度（P<0. 05，P<0. 01，P<0. 01）、显著增加 TG 蓄积（P<0. 05，P<0. 05，P<0. 01）、上调

CD36 基因表达。此外，BBP（≥0. 000 012 5%）诱发斑马鱼成鱼肝脏部位脂质空泡形成、空泡间隙和数量减少，提示

BBP 具有明显的肝毒性。关键效应为肝脏脂肪信号强度（S），基准剂量下限（BMDL）值为 0. 013 mg/L。结论 本研

究成功构建了一种通过肝脏脂肪信号强度来识别塑化剂肝毒性的斑马鱼幼鱼模型，结合基准剂量法进一步为塑化

剂肝毒性危害识别提供科学依据。
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Hazard identification of phthalates based on hepatotoxicity of zebrafish larvae
WANG Xiaohong，FANG Jin，ZHANG Qiannan，SUN Nana，YANG Hui，JIA Xudong

（China National Center for Food Safety Risk Assessment, Beijing 100021, China）

Abstract：Objective The risk assessment model of fatty liver accumulation in zebrafish larvae was established to
identify the hepatotoxicity hazards of plasticizer butyl benzyl phthalate（BBP）using Di（2-ethylhexyl）phthalate（DEHP）
and dibutyl phthalate（DBP）as positive control samples. This model was used to identify hepatotoxicity of butyl benzyl
phthalate（BBP）. Methods The fatty liver signal intensity and expression of peroxisome proliferator activated receptor
（PPAR）target gene CD36 in zebrafish liver after DEHP and DBP exposure were analyzed，and the hepatotoxicity model of
zebrafish larvae was preliminarily constructed，which was used to evaluated the hepatotoxicity of BBP. In addition，liver
density analysis，TG quantitative detection of zebrafish larvae and liver pathological examination of adult zebrafish were
used to further verify the reliability of the model. The benchmark dose method（BMD）was used to derive the point of
departure. Results DEHP and DBP showed significant risk of fatty liver induction（both P<0. 01），and the relative
expression level of CD36 was significantly higher（P<0. 001 and P<0. 05），indicating the success of modeling. BBP
（0. 000 012 5%，0. 000 025%，0. 000 05%） induced significant lipid deposition（P<0. 05，P<0. 001，P<0. 001），

significantly affected liver parenchyma（P<0. 05，P<0. 01，P<0. 01），increased TG accumulation significantly（P<0. 05，
P<0. 05，P<0. 01），and up-regulated CD36 gene expression. Furthermore，BBP（≥0. 000 012 5%）induced the formation
of lipid vacuoles in the liver of adult zebrafish，as well as the reduction of vacuolar space and number，suggesting that BBP
had significant hepatotoxicity. The key effect was fatty liver signal intensity（S） and the benchmark dose lower-bound
confidence limit（BMDL）value was 0. 013 mg/L. Conclusion This study successfully established a model of liver fat
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signal intensity to identify the hepatotoxicity of phthalates in zebrafish larvae，and preliminarily clarified the PPAR target
gene CD36 involved in hepatotoxicity，and further provided a scientific basis for the risk assessment of phthalates
combined with the BMD.
Key words：Zebrafish larvae；phthalates；hepatotoxicity；hazard identification；BMDL

邻苯二甲酸酯类（Phthalate esters，PAEs）是目

前塑料制品中应用最广泛的增塑剂（俗称塑化剂），

用于树脂、塑料、橡胶、油漆及乳化剂等产品的加工

生产中［1］。近年来，全球塑化剂在工业产品中的使

用大幅增加，2020 年 PAEs 占全球塑化剂消费的

55%，中国大陆是全球最大的塑化剂市场，2020 年

占全球消费量的一半以上［2］。由于 PAEs 常以非共

价键与塑料结合，导致其极易从塑料中迁移至环境

介质，而塑料被广泛用作食品包装材料，人类可通

过经口途径暴露于 PAEs［3］。
美国国家毒理学计划（National toxicology pro-

gram，NTP）进行的两年致癌性试验研究发现，邻苯

二 甲 酸 二 乙 基 己 酯（Di（2-ethylhexyl） phthalate，
DEHP）对雌、雄 B6C3F1 小鼠和 F344 大鼠均具有显

著的致肝癌作用［4］，国际癌症研究机构（International
Agency for Research on Cancer，IARC）将 DEHP 列为

“可能对人类有致癌作用”的非遗传毒性物质［5］，邻

苯二甲酸二丁酯（Dibutyl phthalate，DBP）等塑化剂

慢性经口暴露可以诱导啮齿类动物产生肝脏肿

瘤［6-7］，其中 DEHP［8-9］及其代谢物邻苯二甲酸单乙基

己 基 酯（Mono-2-ethylexyl phthalate，MEHP）［10］能 够

通过激活过氧化物酶体增殖物激活受体（Peroxisome
proliferator activated receptor，PPAR）信号通路并对

肝脏脂质代谢产生显著影响。当肝脏组织微环境

中能量代谢失衡、炎症反应持续存在时会诱发脂质

堆积及非酒精性脂肪肝（Nonalcoholic fatty liver disease，
NAFLD 或 Non-alcoholic steatohepatitis，NASH），并可

能进展为肝硬化和肝癌［11］。这一过程可能是 DEHP
诱发啮齿动物肝癌的关键步骤。因此，脂肪肝的早

期发现可能有助于识别具有慢性肝病的风险，有助

于预防其发展为肝硬化和肝癌。

以往脂质代谢研究主要利用离体脂肪细胞及

小鼠模型，前者无法模拟复杂的在体过程与微环

境，而后者又有成本高、周期长、非高通量等局限。

新型模式生物斑马鱼的肝脏是其进行毒性物质代

谢的重要器官［12］，斑马鱼表达对于脂质稳态必不可

少的脂联素受体［13］和三种 PPAR 亚型（α、β、γ）［14］，

适于脂质代谢研究。斑马鱼肝脏在细胞组成、功

能、基因信号转导通路以及介导肝脏疾病的细胞过

程与人类相似。此外，斑马鱼因成本相对较低、易

于操作与人类基因组高度同源［15］、与人类的 CYP 基

因系列高度相似，进而弥补了传统研究模型的不

足，而且也更加符合国际上倡导的毒理实验 3R
原则。

塑化剂邻苯二甲酸丁酯苯甲酯（Butyl benzyl
phthalate，BBP）是邻苯二甲酸酯的一种，作为常用的

增塑剂，广泛应用于医疗、化工、食品等产品中。

BBP 作为一种环境雌激素，具有类雌激素效应、睾

丸毒性、生殖发育毒性［16-17］和神经毒性［18］，BBP 还可

引起肝脏肿大［19］，但其作用机制尚不清楚。本文采

用 DEHP、DBP 作为阳性对照样品构建斑马鱼幼鱼

脂肪肝堆积模型，基于此用斑马鱼对塑化剂——

BBP 的肝脏毒性风险进行识别，并在分子水平阐

明受试物肝脏毒性作用机制，最后基于 BBP 诱发

斑马鱼幼鱼肝毒性数据，应用基准剂量法计算关

键效应和基准剂量下限（Benchmark dose lower-bound
confidence limit，BMDL），为食品中塑化剂污染物的

危害识别及管理提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 实验动物

黑色素等位基因突变型半透明 Albino 品系斑

马鱼和 Tg（apo14：GFP）肝脏表达绿色荧光转基因斑

马鱼繁殖成鱼由南京一树梨花生物科技有限公司

提供，以自然成对交配繁殖方式进行。年龄为受精

后 72 h（72 hours post fertilization，72 hpf）、4~5 月

龄。斑马鱼均饲养于 28 ℃的养鱼用水中（水质：每

1 L反渗透水中加入 200 mg速溶海盐，电导率为 450~
550 µS/cm；pH 为 6. 5~8. 5；硬度为 100~300 mg/L
CaCO3）。
1. 2 主要仪器与试剂

解剖显微镜（SZX7，OLYMPUS，日本）；CCD 相

机（VertA1，上海土森视觉科技有限公司）；体视荧光

显 微 镜（M165-FC，Leica，德 国）；精 密 电 子 天 平

（CP214，OHAUS，美国）；6 孔板（Fisher Scientific，中
国）；超微量分光光度计（NanoDrop 2000，Thermo，美
国）；普通 PCR 扩增仪（T100，Bio-rad，新加坡）；荧光

定量 PCR 仪（CFX Connect，Bio-rad，新加坡）；低位

裙边 96 孔板（透明）（HSP9601，Bio-rad，美国）；光学

黏性封膜 B（MSB1001，Bio-rad，美国）。

DEHP、DBP、BBP、二甲基亚砜（Dimethyl sulfoxide，
DMSO）、硫代乙酰胺（Thioacetamide，TAA）、油红 O
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购自美国 SIGMA 公司；iTaq Universal SYBR Green
Supermix购自美国 Bio-Rad公司；TRI reagent购自美

国 Invitrogen 公司；FastQuant RT Kit（With gDNase）
试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；甘油三

酯（TG）含量测定试剂盒购自上海科华生物工程股份

有限公司；三卡因甲磺酸（Tricaine）由南京一树梨花

生物科技公司提供；4% 多聚甲醛购自鼎国生物；1，
2-丙二醇、无水乙醇购自国药集团；异丙醇购自上海

生工；氯仿购自阿拉丁试剂（上海）有限公司。

DEHP、DBP、BBP 先用 DMSO 作为助溶剂配制

成工作液，再用养鱼用水作为溶剂，配置成 DEHP
0. 47%、0. 94%、1. 88%、3. 75%、7. 5% 和 15%，DBP
0. 000 1%、0. 000 5%、0. 001%、0. 002 5%、0. 005%、

0. 01% 和 0. 02%，BBP（幼 鱼 ：0. 000 006 25%、

0. 000 012 5%、0. 000 025% 和 0. 000 05%）/（成鱼：

0. 000 037 5%、0. 000 075%、0. 000 15%、0. 000 3%）；

TAA 临用时 DMSO 配制成 1 mol/L 母液，按需稀

释，最终各工作液中 DMSO 含量为 0. 1%。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 脂肪信号强度检测

随机选取 60 尾发育状态良好的受精后 72 hpf
黑色素等位基因突变型半透明 Albino 品系斑马鱼

于六孔板中，每孔均处理 6 尾斑马鱼。分别给予塑

化 剂 DEHP（1. 88%、3. 75%、7. 5%、15%）、DBP
（0. 001%、0. 005%、0. 01%、0. 02%），阳性对照药物

TAA 1 mmol/L、对照（养鱼用水），每孔药液容量为

3 mL。各组处理 72 h 后，将斑马鱼置入 4% 多聚甲

醛中 4 ℃固定过夜，用 PBS 冲洗 3 遍后丙二醇梯度

脱水，再使用新鲜配制并过滤后的 0. 5% 油红 O 工

作液中 28 ℃染色过夜。染色结束后每组随机取 10
尾斑马鱼在解剖显微镜下观察斑马鱼肝脏，拍照并

保存图片。用 NIS-Elements D 3. 10高级图像处理软

件进行图像分析并采集数据，分析统计斑马鱼肝脏

脂肪信号强度（S），以肝脏脂肪信号强度的统计学分

析结果对受试物诱发脂肪肝风险进行评估。DEHP
（0. 47%、0. 94%、1. 88%）/DBP（0. 000 1%、0. 000 5%、

0. 001%）、BBP（0. 000 006 25%、0. 000 012 5%、

0. 000 025%、0. 000 05%）暴露后脂肪信号强度检测

处理方法同 DEHP/DBP 高剂量组（n=6）。脂肪肝诱

导作用计算公式如下：

脂肪肝诱导作用 (% ) =
S (供试品组 ) - S (正常对照组 )

S (正常对照组 ) × 100
1. 3. 2 肝密度图像分析

随机选取 36 尾发育状态良好的受精后 72 hpf
的 Tg（apo14：GFP）肝脏表达绿色荧光转基因斑马鱼

于六孔板中，每孔均处理 6 尾斑马鱼幼鱼。分别给

予 塑 化 剂 BBP（0. 000 006 25%、0. 000 012 5%、

0. 000 025%、0. 000 05%），阳 性 对 照 药 物 TAA
1 mmol/L、溶剂对照（0. 1% DMSO），每孔药液容量

为 3 mL。各组处理 72 h 后，取 6 尾斑马鱼幼鱼用

Tricaine 进行麻醉处理，体视显微镜下观察斑马鱼

肝脏，拍照并保存图片。使用 Image J 软件进行图

像分析并采集数据，分析统计斑马鱼肝脏荧光表

达，以相对荧光强度的统计学分析结果快速评价受

试物对斑马鱼肝毒性的影响。

相对荧光强度 = 肝脏荧光强度总和

肝脏面积

1. 3. 3 TG水平的检测

随机选取 1 080尾发育状态良好的受精后 72 hpf
黑色素等位基因突变型半透明 Albino 品系斑马鱼

于六孔板中，每孔均 30 尾。分别给予塑化剂 BBP
（0. 000 006 25%、0. 000 012 5%、0. 000 025% 和

0. 000 05%）、阳性对照 TAA 1 mmol/L、对照（养鱼用

水），每孔药液容量为 3 mL，处理 72 h 后，各实验组

分别取 180 尾斑马鱼，每 30 尾斑马鱼作为一个样

本，Tricaine 麻醉处死后，加入 100 µL 的 75% 乙醇，

组织研磨仪研磨 2 min 充分提取斑马鱼体内的 TG。
按照试剂盒说明书，测定 TG 的总含量，并计算平均

每尾斑马鱼体内的 TG 水平。

1. 3. 4 肝组织病理学检查

随机选取 36 尾发育至 4~5 月龄的黑色素等

位基因突变型半透明 Albino 品系斑马鱼成鱼于

六孔板中，每孔均处理 6 尾。分别给予塑化剂 BBP
（0. 000 037 5%、0. 000 075%、0. 000 15%、0. 000 3%）、

阳性对照 TAA 1 mmol/L、溶剂对照（0. 1% DMSO），

每孔药液容量为 3 mL，各组处理 14 d 后，取 6 尾受

试物暴露后的斑马鱼成鱼进行 Tricaine 麻醉处死，

解剖斑马鱼肝脏，置于 4% 多聚甲醛中固定后包埋

制备组织切片。用苏木精和伊红（H&E）染色观察

斑马鱼肝脏病理学变化。

1. 3. 5 脂肪肝相关基因 CD36表达的检测

随机选取 1 440尾发育状态良好的受精后 72 hpf
的黑色素等位基因突变型半透明 Albino 品系斑马

鱼于六孔板中，每孔 30 尾。分别给予塑化剂 DEHP
（0. 94%、1. 88%、3. 75%），DBP（0. 002 5%、0. 005%、

0. 01%）、阳性对照药物 TAA 1 mmol/L、对照（养鱼

用水处理斑马鱼），每孔药液容量为 3 mL，各处理

组共 180 尾斑马鱼，即每 30 尾作为一个处理组的

一个样本，每个处理组 6 个样本。供试品处理 72 h
后，使用经典 TRIzol 法提取各组斑马鱼总 RNA，通

过 q-PCR 检测目的基因 CD36 转录水平。用 β -
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actin 作为基因表达的内参，计算目的基因的 RNA
相对表达量。BBP（0. 000 006 25%、0. 000 012 5%、

0. 000 025% 和 0. 000 05%）暴露后脂肪肝相关基

因 CD36表达的检测同 DEHP/DBP。计算公式如下：

RNA相对表达量 = 2^ (-ΔΔC ( t ) )
ΔC ( t ) = C ( t )目的基因 - - -- -----

C ( t ) β - actin
1. 3. 6 利用基准剂量法计算出基于塑化剂诱发斑

马鱼肝毒性的关键效应的基准剂量

基于塑化剂暴露后对斑马鱼幼鱼肝毒性效应

（肝脏脂肪信号强度（S）、相对荧光强度、TG、CD36）
的剂量反应关系，利用 BMDS Version 3. 2. 0 软件

进 行分析计算基准剂量（Benchmark dose method，
BMD）及 BMDL。

选 用 Exponential、Power、Polynominal、Linear、
Hill 模型进行数据拟合（P>0. 1），计算各个毒性终

点的 BMDL。数据类型：肝脏脂肪信号强度表达量

为连续型数据；BMR：一个标准差（1. 0 SD），“不良

效应方向（adverse direction）”设置为“增加（down）”。

1. 4 统计学分析

采用 Graphpad Prism（V6. 0）进行统计分析和绘

图。采用单因素方差分析（One-way ANOVA）检验

方差齐性，并用 Dunnett’s T-检验/TTEST 进行统计

学分析，结果以平均数±标准误（
-X ± SE）表示，P<

0. 05 表明差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1 DEHP/DBP 成功构建斑马鱼幼鱼脂肪堆积

模型

2. 1. 1 DEHP/DBP对斑马鱼幼鱼肝脏脂肪的影响

受试物处理后斑马鱼肝脏脂肪信号强度如图

1A 所 示 ，与 对 照 组 比 较 ，DEHP（1. 88%、3. 75%、

7. 5%、15%）、DBP（0. 001%、0. 005%、0. 01%、0. 02%）
对斑马鱼肝脏脂肪信号强度（图 B）及脂肪肝诱导作

用（图 C）均呈剂量依赖性地增加。

在实验终点，DEHP 3. 75%、7. 5% 和 15% 浓度

组分别诱发 10. 0%（3/30）、16. 7%（5/30）和 33. 3%
（10/30）斑马鱼死亡；DBP 0. 02% 浓度组诱发 6. 7%
（2/30）斑马鱼死亡。降低受试物暴露浓度后，与对

照组比较，DEHP（0. 94%、1. 88%）、DBP（0. 001%）增

加斑马鱼肝脏脂肪信号强度（图 2A）和脂肪肝诱导

作用（图 2B），提示 TAA、DEHP 和 DBP 均具有明显

的诱发脂肪肝风险。

2. 1. 2 DEHP/DBP 对 斑 马 鱼 幼 鱼 PPAR 靶 基 因

CD36表达的影响

与 对 照 组 比 较 ，TAA、DEHP（0. 94%、1. 88%、

3. 75%）、DBP（0. 002 5%、0. 005% 和 0. 01%）可增加

斑马鱼 CD36 基因相对表达量（图 3），提示 CD36 参

与其肝脏毒性作用机制。

注：A：受试物处理后斑马鱼肝脏脂肪信号强度典型图（绿色虚线区域为肝脏）；B：DEHP/DBP（高剂量）处理后斑马鱼肝脏脂肪信号强度（像素）

（n=6）；C：DEHP/DBP（高剂量）脂肪肝诱导作用（n=6）；与正常对照组比较，**P<0.01，***P<0.001
图 1 塑化剂处理的斑马鱼肝脏脂肪

Figure 1 Liver fat in zebrafish treated with phthalates
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2. 2 BBP对斑马鱼幼鱼肝脏脂肪的影响

与对照组比较，BBP（0. 000 012 5%、0. 000 025%、

0. 000 05%）对斑马鱼肝脏脂肪信号强度及脂肪肝

诱导作用均呈剂量依赖性地增加，提示 TAA、高浓

度 BBP 具有明显的促进脂质沉积现象（图 4）。

2. 3 BBP对斑马鱼幼鱼肝密度的影响

受试物处理后斑马鱼幼鱼肝密度如图 5A 所示。

与对照组相比，TAA、BBP（0. 000 012 5%、0. 000 025%、

0. 000 05%）组转基因斑马鱼幼鱼肝脏的荧光面积

和荧光强度显著降低（图 5B），表明肝细胞实质受到

一定程度的影响，提示肝脏发生一定程度的病变。

2. 4 BBP对斑马鱼幼鱼 TG水平的影响

结果显示，TAA、BBP（0. 000 012 5%、0. 000 025%、

0. 000 05%）增 加 斑 马 鱼 幼 鱼 体 内 TG 水 平 含 量

（图 6），提示 BBP 高浓度暴露可能会增加斑马鱼体

内的甘油三酯蓄积。

注：A：DEHP/DBP（低剂量）处理后斑马鱼肝脏脂肪信号强度（像素）（n=6）；B：DEHP/DBP（低剂量）脂肪肝诱导作用（n=6）；与正常对照组比较，

**P<0.01，***P<0.001
图 2 低剂量塑化剂处理的斑马鱼肝脏脂肪

Figure 2 Liver fat in zebrafish treated with low-dose phthalates

注：与正常对照组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图 3 斑马鱼幼鱼 PPAR靶基因 CD36相对表达量（n=6）
Figure 3 Relative expression of PPAR target gene CD36 in

zebrafish larval

注：A：BBP处理后斑马鱼幼鱼肝脏脂肪信号强度（像素）（n=6）；B：BBP脂肪肝诱导作用（n=6）；与正常对照组比较，*P<0.05，***P<0.001
图 4 BBP处理的斑马鱼幼鱼肝脏脂肪

Figure 4 Liver fat in zebrafish larval treated with BBP

注：与正常对照组比较，*P<0.05，**P<0.001
图 5 BBP处理的斑马鱼肝脏荧光表达（n=6）

Figure 5 Liver fluorescence expression of zebrafish treated with BBP
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2. 5 BBP对斑马鱼成鱼肝组织结构的影响

结果显示与对照组相比，TAA 组斑马鱼成鱼肝

脏 HE 染色后发生明显的脂质空泡，BBP 暴露后，肝

脏部位有少量脂质空泡形成（图 7），提示斑马鱼成

鱼暴露 BBP 诱发轻微的脂肪病变。

2. 6 BBP对斑马鱼幼鱼脂肪 PPAR靶基因 CD36表

达的影响

与对照组比较，BBP（0. 000 05%）、TAA 上调斑

马鱼幼鱼体内 CD36 基因的表达（图 8），无明显的

剂量依赖性，提示 BBP（0. 000 025%、0. 000 05%）可

能会引起斑马鱼脂质代谢相关基因表达紊乱。

2. 7 BBP诱发斑马鱼幼鱼肝毒性的基准剂量

如表 1所示，最优模型为 Hill，比较 Exponential、

Hill、Polynominall、Power、Linear 模型下不同有害终

点的 BMDL 值，确定最敏感的肝毒性效应为肝脏脂

肪信号强度（S），BMDL 值为 0. 013 mg/L（即 0. 000
001 3%），与该研究得出的未观察到有害作用水平

剂量 0. 000 006 25% 较为接近，该值可作为 BBP 肝

毒性效应的参考剂量。

3 讨论

随着塑料制品需求的增加，环境介质中 PAEs的
含量也与日俱增。我国土壤中 DEHP 的含量为 0~
264 mg/kg［20］，大气中 PAEs的含量可达 40~388 ng/m3［21］，

饮水中 DEHP 的中值浓度为 1. 3 µg/L［22］。因此，人

体可通过食物、饮水、呼吸、室内扬尘及经皮吸收暴

露于 PAEs，其潜在健康效应已引起公众及政府高

度关注。因此，对塑化剂进行危害识别并探讨其毒

性机制具有重要的现实意义。PAEs 具有相似的分

子结构，通常根据碳链长度和分子量进行分类。根

据碳链长度可分为短链（3~6）和长链（7~13 个碳原

子）PAEs。既往研究发现肝脏为 PAEs 慢性毒性的

主要靶器官［23］，DEHP［8-9］、MEHP［10］能够通过激活

PPAR 信号通路并对肝脏脂质代谢产生显著影响，

结构相似的 PAEs 在毒性效应和作用机制上是否具

有类似效应尚未明确。

近年来，采用斑马鱼开展的肝毒性研究主要集

中在评价药物性肝损伤［24-25］、中药有效成分肝毒

性［26-27］以及环境污染物［28-30］、农药［31-32］等方面。此

外，采用斑马鱼评价塑化剂肝毒性的相关研究：暴

注：与正常对照组比较，*P<0.05，**P<0.005，***P<0.001
图 6 BBP处理的斑马鱼幼鱼脂质水平（n=6）

Figure 6 Lipid levels in zebrafish larval treated with BBP

注：与对照组比较，*P<0.05，***P<0.001
图 8 斑马鱼幼鱼 PPAR靶基因 CD36相对表达量（n=6）
Figure 8 Relative expression of PPAR target gene CD36 in

zebrafish larval（n=6）

图 7 BBP处理的斑马鱼成鱼肝脏H&E染色

Figure 7 H&E staining of adult zebrafish liver treated with BBP

表 1 BBP对斑马鱼幼鱼肝脏毒性的剂量反应关系拟合优度检验

Table 1 Dose-response relationship for liver toxicity in zebrafish larvae of BBP
不同有害终点
检验类型

Exponential 2
Exponential 3
Exponential 4
Exponential 5
Hill
Polynomial Degree 3
Polynomial Degree 2
Power
Linear

肝脏脂肪信号强度

BMDL/(mg/L)
0.17
0.17
0.021
0.021
0.013
0.15
0.15
0.15
0.15

AIC*
361.27
361.27
356.25
356.25
355.70
360.68
360.68
360.68
360.68

肝密度

BMDL/(mg/L)
0.13
0.133
0.053
0.053
0.040
0.16
0.16
0.16
0.19

AIC
378.322
378.32
379.84
379.84
379.80
378.62
378.62
378.62
378.62

TG
BMDL/(mg/L)

0.20
0.20
0.061
0.12
0.12
0.19
0.19
0.19
0.19

AIC
-172.89
-172.89
-172.16
-171.78
-171.76
-173.00
-173.00
-173.00
-173.00

CD36
BMDL/(mg/L)

0.19
0.189
0.18
0.18
0.026
0.18
0.18
0.18
0.18

AIC
12.45
14.45
14.46
16.45
16.45
14.44
14.45
14.45
12.46

注：*AIC是衡量统计模型拟合优良性的一种标准，AIC越小说明模型的复杂程度及模型拟合数据的结果越好
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露于低水平的 DEHP 可调节与脂肪酸代谢相关的

肝脏基因的表达［33-34］；成年斑马鱼暴露于含 DEP 的

水中 4周后，血清肝脏炎症酶水平与脂肪肝变化显著

升高［35］；成年雌性斑马鱼经水暴露于 DINP（42 µg/L）
3 周后，影响脂质代谢［36］。但目前仍未建立起完整

的斑马鱼评价塑化剂肝损伤模型。

为识别具有 DEHP/DBP 类似肝毒性作用及机

制的 PAEs，本文基于 AMALI 等［37］的研究采用向饲

养水中加入已知具有肝毒性的塑化剂 DEHP/DBP
作为阳性对照样品，同时设置 TAA 作为模型建立受

试物对照，分析受试物暴露后肝脏脂肪信号强度以

及相关基因 CD36 表达的改变，初步构建斑马鱼幼

鱼脂肪肝堆积模型并初步探索其相关机制。DEHP
（≥0. 94%）/DBP（>0. 001%）暴露均剂量依赖性地增

加斑马鱼幼鱼肝脏脂肪信号强度及脂肪肝诱导作

用，显著诱发脂肪肝风险。CD36 是一种清道夫受

体，在长链脂肪酸的高亲和力组织摄取中发挥作

用，并在过度脂肪供应下促进脂质积聚和代谢功能

障碍［38］。脂肪代谢异常及其相关病理可能与 CD36
介导的信号转导功能障碍以及长链脂肪酸摄取改

变 有 关［39］。 本 研 究 发 现 ，DEHP（≥0. 94%）/DBP
（≥0. 002 5%）均 增 加 斑 马 鱼 幼 鱼 PPAR 靶 基 因

CD36 基因相对表达量，提示 CD36 参与其肝脏毒性

作 用 机 制 。 这 与 本 课 题 组 前 期 研 究 结 果 及

GRYTTING 等［40］关于 DBP 加速 PMA 诱导的 THP-1
单核细胞巨噬细胞 CD36 表达增加的结果相一致，

提示 CD36 可能参与 PAEs 肝脏毒性作用机制。

基于初步构建的模型对塑化剂 BBP 的肝毒性

进行评价，BBP（≥0. 000 012 5%）剂量依赖性地增加

斑马鱼肝脏脂肪信号强度及脂肪肝诱导作用，显著

促进脂质沉积现象，这与前期研究结果“BBP 引起

肝脏肿大”相一致；BBP（0. 000 05%）上调斑马鱼幼

鱼体内 CD36 基因的表达，提示其可能会引起脂质

代谢相关基因表达紊乱。此外，采用肝脏表达绿色

荧光转基因斑马鱼幼鱼进行肝密度分析、TG 定量

检测以及成鱼肝脏病理检查进一步验证模型的可

靠性。结果表明，BBP 具有明显的肝毒性。进一步

结合 BMD 基于 BBP 暴露后对斑马鱼幼鱼肝毒性效

应（肝脏脂肪信号强度（S）、相对荧光强度、TG、
CD36）的剂量反应关系计算 BMDL。最优模型为

Hill，确定最敏感的肝毒性效应为肝脏脂肪信号强

度（S），BMDL 值为 0. 013 mg/L（即 0. 000 001 3%），

为 BBP 肝毒性危害识别提供科学依据。

采用斑马鱼模式生物构建此模型有成本低、周

期短、高通量的优势；也存在物种差异带来的局限

性。此外，由于定量检测斑马鱼幼鱼肝脏 TG 含量有

技术难度，本文检测了全鱼的 TG 含量，不能直接反

应斑马鱼肝脏 TG 含量。但总体来说，此模型对邻苯

二甲酸酯类进行早期危害识别具有一定现实意义。

本研究成功构建了一种以斑马鱼幼鱼“肝脏脂

肪信号强度（S）”为敏感效应终点的塑化剂肝毒性

危害识别模型，提供相应的 BMDL 值，为塑化剂肝

毒性危害识别及管理提供科学依据；应用基准计量

法计算出 BBP 以 S 为敏感效应终点的 BMDL 为

0. 013 mg/L。
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