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氟唑菌酰胺对斑马鱼(Danio rerio)鱼鳔发育的影响
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摘 要:鱼鳔作为硬骨鱼类重要的功能器官,其发育对多种环境污染物都较为敏感。氟唑菌酰胺(fluxapyroxad)
是琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂家族的一员,对鱼类具有神经、心血管和发育毒性。为探究氟唑菌酰胺对斑马
鱼鱼鳔发育的潜在影响,将斑马鱼胚胎暴露于不同浓度的氟唑菌酰胺后,记录斑马鱼幼鱼鱼鳔的表型,通过组
织学切片染色手段检测幼鱼鱼鳔的形态差异,并采用整体原位杂交实验比较鱼鳔发育关键基因的表达图式变
化。结果表明,氟唑菌酰胺暴露会引起斑马鱼幼鱼鱼鳔发育异常、鱼鳔充气受阻及鱼鳔发育标记基因 elovl1a和
anxa5b 的表达水平显著降低。该研究对于评估氟唑菌酰胺对斑马鱼幼鱼鱼鳔发育的影响提供了有价值的参
考,并可能有助于深入了解氟唑菌酰胺对水生生态系统构成的潜在风险。
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Fluxapyroxad Disrupts Zebrafish (Danio rerio) Swim Bladder
Development

SU Menglan1, LI Wenhua1, XIAO Peng2*
(1. School of Biomedical Sciences, Engineering Research Center of Molecular Medicine of Ministry of Education, Key

Laboratory of Fujian Molecular Medicine, Key Laboratory of Xiamen Marine and Gene Drugs, Huaqiao University, Xiamen
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Abstract: As an essential organ for teleost fish, the swim bladder is highly susceptible to various environ-
mental pollutants. Fluxapyroxad, a type of fungicide that inhibits succinate dehydrogenase, has been found to
have toxic effects on fish nervous system, cardiovascular system and development. In order to investigate the
potential impact of fluxapyroxad on swim bladder development in zebrafish, zebrafish embryos were exposed
to different concentrations of the fungicide. The resulting swim bladder phenotypes in the zebrafish larvae
were documented. Hematoxylin-eosin staining was used to examine histological changes in the swim bladder
of the larvae, while whole-mount in situ hybridization was used to compare changes in the expression pat-
terns of marker genes involved in swim bladder development after embryonic exposure to fluxapyroxad. The
findings revealed that exposure to fluxapyroxad led to abnormal development of the swim bladder in the ze-
brafish larvae and significantly suppressed the expression levels of marker genes (elovl1a and anxa5b) invol-
ved in swim bladder development. This study provides valuable references for evaluating the impact of
fluxapyroxad on the swim bladder development of zebrafish larvae, and may contribute to a better under-
standing of the potential risks of fluxapyroxad to aquatic ecosystems.
Key words: fluxapyroxad; zebrafish; larva; swim bladder; developmental toxicity

（Life Science Research，2024，28（1）：012-017）

窑遗传与发育窑

第 28卷 第 1期 生命科学研究 灾燥造援28 晕燥援1
圆园24年 2月 蕴蚤枣藻 杂糟蚤藻灶糟藻 砸藻泽藻葬则糟澡 Feb. 圆园24

mailto:pxiao@wzu.edu.cn


第 1期 苏梦岚等：氟唑菌酰胺对斑马鱼(Danio rerio)鱼鳔发育的影响

氟唑菌酰胺(fluxapyroxad,分子式为C18H12F5N3O)
是一种琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂, 其主要通
过抑制病菌线粒体呼吸链复合物域中的琥珀酸脱
氢酶来干扰菌体的呼吸作用, 具有高效、广谱、持
效及选择性强等优点[1-2]。氟唑菌酰胺对哺乳动物
是安全的(大鼠经口半数致死剂量>2 000 mg/kg),
且对人类不具有致癌性。然而, 它对包括鱼类、水
生无脊椎动物和水生植物在内的水生物种却有一

定的毒性作用 [3]。氟唑菌酰胺对黑头呆鱼(Pime-
phales promelas)和糠虾(Americamysis bahia)的 96 h
半数致死质量浓度分别为 0.466 mg/L和 3.6 mg/L[4]。
在用 0.174~0.694 mg/L氟唑菌酰胺处理斑马鱼胚
胎后,斑马鱼胚胎会出现氧化应激、细胞凋亡和线
粒体损伤[5]。Li等[6-7]发现, 氟唑菌酰胺(1 滋mol/L、
2 滋mol/L和 4 滋mol/L)会导致斑马鱼胚胎在早期发
育过程中出现氧化应激并引起发育迟缓, 随后会
导致心脏发育畸形及心脏功能异常。Yu等[8]将斑
马鱼胚胎暴露于 0.5 mg/L、0.75 mg/L和 1 mg/L的
氟唑菌酰胺 96 h后发现, 斑马鱼幼鱼出现严重的
运动异常, 同时伴随着多巴胺水平的降低, 且参
与神经传递和神经发育的关键基因表达异常。Qiu
等[9]将斑马鱼胚胎暴露于 0.03 滋mol/L、0.3 滋mol/L
和 3 滋mol/L的氟唑菌酰胺后发现, 斑马鱼的眼睛
神经节细胞层的细胞密度增加, 内核层和外核层
的基因表达紊乱, 眼睛细胞过度凋亡, 并引起小
眼症。此外, 有研究报道, 3 滋mol/L的氟唑菌酰胺
也会引起红细胞发生异常[10]。由此可见, 氟唑菌酰
胺对鱼类的危害不可小觑。

农药在常规施用后极易残留于土壤和农作物

中, 同时也会通过雨水冲刷等途径进入到水生态
系统[11]。氟唑菌酰胺具有环境持久性, 其在土壤中
的半衰期为 183 d, 且其在水沉积物系统中的存
留时间更是超过 847 d[12]。氟唑菌酰胺的地下水普
遍存在性分值(groundwater ubiquity score, GUS)为
2.57, 暗示它具有浸出至地下水的潜力[4]。上述研
究表明具有环境持久性的氟唑菌酰胺对鱼类具有

较高的毒性, 然而,目前关于氟唑菌酰胺对鱼类的
毒性效应以及潜在的毒性机制仍尚未完全阐明。

鱼鳔是一种充气的囊状结构, 可调节硬骨鱼
的浮力和游泳行为, 对鱼类的生存和生长至关重
要[13-14]。鱼鳔的发育和充气过程对环境污染物较
为敏感,极易受到影响而导致发育异常[15]。目前,尚
没有研究报道氟唑菌酰胺对硬骨鱼类鱼鳔发育的

影响。为了探索其对鱼鳔发育的影响,本研究以斑

马鱼为研究对象,对氟唑菌酰胺暴露(0.03 滋mol/L、
0.3 滋mol/L和 3 滋mol/L)后的斑马鱼幼鱼进行了表
型分析, 利用组织切片及苏木精-伊红染色手段
研究了氟唑菌酰胺对鱼鳔组织学的影响, 并通过
整体原位杂交技术检测了氟唑菌酰胺暴露后鱼鳔

标记基因的表达变化。本研究结果将为氟唑菌酰

胺的水环境风险评估提供参考。

1 材料与方法

1.1 斑马鱼

野生型斑马鱼饲养于斑马鱼养殖系统(上海海
圣生物实验设备有限公司),水温控制在(28依0.5) 益,
光周期设置为 14 h光照和 10 h黑暗。成体斑马
鱼每天饲喂 3 次新鲜孵化的丰年虾。在性成熟
期, 将 1只雌性和 4只雄性成体斑马鱼分隔开放
置于同一孵化盒中过夜, 并于次日灯亮时移去隔
离板, 让雄性斑马鱼追逐雌性使其自然产卵。
1.2 氟唑菌酰胺暴露

将氟唑菌酰胺粉末(CAS: 907204-31-3, 纯度
99.50%, 德国 Dr. Ehrenstorfer公司)溶于二甲基亚
砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO)中配置成 10 g/L 的
母液, 4 益冰箱避光保存。在每次开展暴露实验
前, 按照所需量, 将母液用水稀释成 10 mg/L。在
预实验中, 我们观察到氟唑菌酰胺对斑马鱼胚胎
的发育具有延迟作用, 能减少色素、降低心率, 并
引起鱼鳔发育迟缓、眼睛直径减小、心包水肿等畸

形, 在不致死的前提下确定了最终的给药浓度。3
个给药浓度梯度分别为 0.03 滋mol/L、0.3 滋mol/L
和 3 滋mol/L。使用 M205FA型体视显微镜(德国
Leica公司)随机挑选健康且发育时间为受精后 3
小时(3 hours post fertilization, 3 hpf)的斑马鱼胚胎
用于药物暴露,暴露总时长为 96 h。在直径 90 mm
的一次性培养皿中, 随机分配 70个胚胎。对照组
暴露于无氟唑菌酰胺的体积分数为 0.011 36%的
DMSO中。每个暴露实验至少重复 3次。在实验过
程中, 每天都需更换暴露溶液。本研究经华侨大
学动物保护委员会和福利委员会的批准与支持

(A2021046)。
1.3 表型分析

将 96 hpf的斑马鱼幼鱼用 0.03% MS-222麻
醉剂(上海毕得医药科技有限公司)麻醉后, 置于
M205FA型体视显微镜下拍摄白光表型。斑马鱼
鱼鳔的垂直长度使用显微镜配套的 Application
Suite X软件进行测量。

13



生 命 科 学 研 究 圆园24年

1.4 组织病理学分析

将 96 hpf的斑马鱼幼鱼麻醉后放置于 4%的
多聚甲醛溶液中固定 24 h, 然后包埋于石蜡中进
行切片(矢状切面), 切片的厚度为 5 滋m。染色步
骤按照苏木精-伊红染色试剂盒(上海碧云天生物
技术有限公司)内的说明书进行。染色完成后使用
Axio Observer型倒置显微镜(德国 Zeiss公司)进行
观察并拍照。

1.5 胚胎整体原位杂交

使用地高辛标记的 RNA探针合成试剂盒(德国
Roche公司)合成 hprt1l (GenBank: NM_001002056.1)、
elovl1a (GenBank: NM_001005989.3)和 anxa5b (Gen-
Bank: BC046873.1)基因的探针, 具体引物序列见
参考文献[16]。将 72 hpf的斑马鱼幼鱼用 4%多聚
甲醛溶液固定过夜, 第 2天下午进行脱色处理,
然后将幼鱼置于甲醇溶液中长期保存。用磷酸盐

吐温缓冲液(PBS-Tween, PBST)梯度替换原有甲
醇溶液并用 10 滋g/mL蛋白酶 K (美国 Sigma-Al-
drich公司)在室温下消化 6 min, 清洗后置于 60 益
的杂交箱中预杂交 3 h。随后, 将幼鱼与相应的反
义探针在 60 益的杂交箱中杂交至少 16 h, 每组
中每个探针至少杂交 15个胚胎。用 65 益预热的
杂交缓冲液进行梯度冲洗并用封闭液室温封闭

3~4 h, 加入抗体溶液(抗地高辛-AP, 美国 Sigma-
Aldrich公司)后于 4 益摇床过夜。隔天用 PBST缓
冲液冲洗, 使用 BCIP/NBT显色试剂盒(上海碧云

天生物技术有限公司)进行避光染色。显色过程中
需时刻观察显色情况。显色成功后, 用梯度甲醇
洗去多余底物并进行脱色处理, 最后置于甘油中
4 益摇床透化过夜。
1.6 统计分析

使用 SPSS 26统计软件进行非参数 Kruskal-
Wallis检验, 分析样品间的显著性, P<0.05表示差
异显著。使用 GraphPad Prism 6软件进行绘图。所
有数据均表示为平均值(x)依标准误(sx)。
2 结果

2.1 氟唑菌酰胺暴露引起斑马鱼鱼鳔缺陷

从图 1可知,对照组、0.03 滋mol/L和 0.3 滋mol/L
氟唑菌酰胺处理组的幼体斑马鱼在 96 hpf时均有
一个椭圆形、透明且充满气体的鱼鳔; 而 3 滋mol/L
氟唑菌酰胺对幼鱼鱼鳔的影响较为严重, 其中有
73.68%的幼鱼鱼鳔未充气(黑色箭头)。此外, 对照
组以及 0.03 滋mol/L、0.3 滋mol/L和 3 滋mol/L氟唑
菌酰胺处理组的斑马鱼幼鱼鱼鳔的平均垂直长度

分别为(0.237 8依0.004 3) mm、(0.236 8依0.009 1) mm、
(0.229 0依0.004 2) mm和(0.088 7依0.006 6) mm; 在
3 滋mol/L氟唑菌酰胺处理后, 鱼鳔的垂直长度显
著减少(n=8, P<0.001)。

从 96 hpf 时的鱼鳔纵向切片的苏木精-伊
红染色结果(图 2)可知, 对照组、0.03 滋mol/L 和
0.3 滋mol/L氟唑菌酰胺处理组的鱼鳔都有出现扩

图 1 氟唑菌酰胺暴露影响斑马鱼幼鱼鱼鳔大小
(A) 96 hpf时, 对照组以及 0.03 滋mol/L、0.3 滋mol/L和 3 滋mol/L氟唑菌酰胺处理组幼鱼的侧面视图; (B) 96 hpf时, 各组幼
鱼鱼鳔的垂直长度(n=8)。Control为 DMSO处理的对照组;黑色箭头指示畸形鱼鳔;比例尺=250 滋m。***: P<0.001 vs.对照组。
Fig.1 Fluxapyroxad affects the size of swim bladder in zebrafish larvae
(A) Lateral views of the control, 0.03 滋mol/L, 0.3 滋mol/L and 3 滋mol/L fluxapyroxad-treated larvae at 96 hpf, respectively; (B)
Vertical lengths of larval swim bladder at 96 hpf (n=8). Control: The DMSO-treated group. The black arrow indicates the deformed
swim bladder. Scale bar=250 滋m. ***: P<0.001, compared with the control group.

0.3 滋mol/L

Control 0.03 滋mol/L

3 滋mol/L
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张且膨胀的管腔, 同时大管腔周围有一层薄层细
胞; 相比之下, 暴露于 3 滋mol/L氟唑菌酰胺的幼
鱼仅发育出一个小、未充气且其壁较厚的鱼鳔(图
2黑色箭头), 说明 3 滋mol/L氟唑菌酰胺暴露严重
影响了鱼鳔的整体结构。

2.2 氟唑菌酰胺暴露抑制斑马鱼鱼鳔标记基因

表达

研究报道 , 基因 hprt1l、elovl1a和 anxa5b 调
控鱼鳔间皮层的分化[17-18]。为了深入探究氟唑菌酰
胺对斑马鱼幼鱼鱼鳔发育和充气的潜在影响机

制, 本研究合成了鱼鳔标记基因 hprt1l、elovl1a和
anxa5b 的 RNA探针, 并通过整体原位杂交实验,
检测了氟唑菌酰胺暴露后鱼鳔标记基因的表达图

式变化。如图 3 所示 , 对照组 hprt1l、elovl1a和
anxa5b 三个基因均表达于幼鱼的鱼鳔位置; 在不
同浓度氟唑菌酰胺暴露后, hprt1l的表达水平都
没有受到明显影响; 在 3 滋mol/L氟唑菌酰胺暴露
后, elovl1a和 anxa5b 这两个基因的表达水平显著
下降(图 3箭头所示), 而 0.03 滋mol/L和 0.3 滋mol/L
氟唑菌酰胺暴露对 elovl1a和 anxa5b 的表达无明

图 2 氟唑菌酰胺暴露影响斑马鱼幼鱼鱼鳔发育
96 hpf时, 对照组以及 0.03 滋mol/L、0.3 滋mol/L和 3 滋mol/L氟唑菌酰胺处理组幼鱼鱼鳔组织苏木精-伊红染色的侧面视
图。Control为 DMSO处理的对照组; 黑色箭头指示未充气的鱼鳔; 比例尺=100 滋m。
Fig.2 Fluxapyroxad affects swim bladder development in zebrafish larvae
Side views of the swim bladder tissues stained by hematoxylin and eosin in the control, 0.03 滋mol/L, 0.3 滋mol/L, and 3 滋mol/L
fluxapyroxad-treated larvae at 96 hpf, respectively. Control: The DMSO-treated group. The black arrow indicates the uninflated
swim bladder. Scale bar=100 滋m.

图 3 氟唑菌酰胺暴露抑制鱼鳔标记基因的表达
基因 hprt1l、elovl1a和 anxa5b 在 72 hpf的表达图式(背视图)。Control为 DMSO处理的对照组; 箭头指示基因表达信号减弱
的位置。

Fig.3 Fluxapyroxad inhibits the expression of swim bladder marker genes
Expression of the genes hprt1l, elovl1a and anxa5b at 72 hpf (dorsal view). Control: The DMSO-treated groups. The arrows indicate
where the gene expression signal in the larva is weakened.

0.3 滋mol/LControl 0.03 滋mol/L 3 滋mol/L

hprt1l

elovl1a

anxa5b

0.03 滋mol/L 0.3 滋mol/L 3 滋mol/LControl
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显影响。

3 讨论

作为一种高效、哺乳动物低毒的杀菌剂,氟唑
菌酰胺的广泛使用增加了其在环境中的检出概

率。目前, 研究人员已在环境中检测到较高的氟
唑菌酰胺残留浓度[19-20], 暗示氟唑菌酰胺对生态环
境可能具有一定的负面影响。在本研究中, 氟唑
菌酰胺(3 滋mol/L)暴露后, 斑马鱼幼鱼鱼鳔发育异
常且无法正常充气(图 1和 2), 暗示氟唑菌酰胺能
特异性干扰斑马鱼鱼鳔的发育过程。

虽然在氟唑菌酰胺(3 滋mol/L)暴露后的幼鱼
中可以观察到鱼鳔膜和气管, 但其形成的鱼鳔要
比对照组小得多(图 1和 2)。鱼鳔是一种腔体中充
满气体的器官, 用以维持鱼的浮力, 该器官对鱼
类的生存和运动非常重要[21]。幼鱼阶段鱼鳔充气
失败可能会对幼鱼的存活造成严重影响[22]。在另
一种琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂异氟吡喃暴露

斑马鱼后, 研究人员也同样观察到幼鱼鱼鳔不充
气的现象[23]。综上所述, 鱼鳔的发育可能是琥珀酸
脱氢酶抑制剂类杀菌剂的毒性作用靶点, 可用于
评估琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂对鱼类发育的

毒性。

关键基因突变或表达受到抑制, 可能会导致
相关器官或结构的形成异常。因此, 斑马鱼在暴
露于氟唑菌酰胺后, 可能出现与鱼鳔发育相关的
基因表达异常, 导致鱼鳔发育异常。模式生物斑
马鱼的早期鱼鳔发育过程主要分为 3个阶段, 即
出芽阶段(36~65 hpf)、延长阶段(65~96 hpf)和充气
阶段(96~120 hpf)[18]。基因 hprt1l、elovl1a和 anxa5b
的正常表达对于鱼鳔的发育是必需的, 它们调控
着鱼鳔间皮层的发育过程[17-18]。在 72 hpf, 氟唑菌
酰胺(3 滋mol/L)暴露后 elovl1a和 anxa5b 的表达水
平显著下调(图 3), 表明氟唑菌酰胺可能直接且特
异地抑制幼鱼鱼鳔的发育。此外, Yin等[17]报道,
Wnt信号通路在鱼鳔发育过程中发挥着关键的调
控作用, 干扰Wnt信号通路的基因表达会影响鱼
鳔组织层的分化。Li等[7]报道, 在斑马鱼胚胎暴露
于 4 滋mol/L氟唑菌酰胺后, 大量差异表达基因富
集于Wnt信号通路。这些结果表明, 氟唑菌酰胺
暴露导致的鱼鳔发育异常可能是通过影响斑马鱼

幼鱼中的Wnt通路实现的。
总的来讲, 本研究揭示了氟唑菌酰胺对斑马

鱼幼鱼鱼鳔发育和充气的影响, 研究结果将为氟

唑菌酰胺在水环境的生态风险评估提供实验数据

支撑。不过, 有关氟唑菌酰胺暴露影响斑马鱼幼
鱼鱼鳔发育和充气的潜在分子机制仍有待进一步

研究。

4 结论

1) 斑马鱼的鱼鳔发育对杀菌剂氟唑菌酰胺
较为敏感,当氟唑菌酰胺暴露浓度提升到 3 滋mol/L
时, 会引起斑马鱼鱼鳔发育异常。

2) 氟唑菌酰胺暴露引起斑马鱼幼鱼鱼鳔的
垂直长度缩短,即导致斑马鱼幼鱼鱼鳔充气障碍。

3) 氟唑菌酰胺暴露引起斑马鱼幼鱼鱼鳔组
织学形态异常, 并抑制斑马鱼幼鱼鱼鳔间皮层标
记基因的表达。
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