
摘 要：作为添加型阻燃剂，六溴环十二烷（HBCDs）广泛存在于环境介质及生物体内。为研究 HBCDs饲料长期暴露对斑马鱼的甲
状腺激素干扰效应，设计 HBCDs饲料暴露剂量为 0、10、100、400 ng·g-1，对斑马鱼成鱼进行为期 56 d的长期暴露，以其肝脏组织中
三碘甲腺原氨酸（T3）、四碘甲腺原氨酸（T4）、游离三碘甲腺原氨酸（FT3）和游离四碘甲腺原氨酸（FT4）含量及 T3/T4比值作为生物
标志物，评价 HBCDs饲料长期暴露对斑马鱼肝脏组织甲状腺功能的影响。结果表明，HBCDs对斑马鱼体内 T3和 T4具有明显抑制
作用（P<0.05），随着 HBCDs暴露浓度的增加，T3和 T4的含量水平呈现下降趋势；在中浓度组（100 ng·g-1）和高浓度组（400 ng·g-1），
HBCDs对 FT3和 FT4具有显著性抑制作用（P<0.05）；随着 HBCDs暴露浓度增加，T3/T4的比值呈现升高的趋势，表明 HBCDs可诱
导 T4转化为 T3。研究表明，HBCDs对鱼类具有甲状腺激素干扰效应，从而影响鱼类的生长发育。
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Abstract：Hexabromocyclododecane（HBCD）is a brominated flame retardant, and has become a ubiquitous pollutant of the environment. To
explore the thyroid hormone-disrupting effects of long-term dietary exposure to HBCD, adult zebrafish were exposed to different concentra原
tions of the chemical（0, 10, 100 ng·g-1, and 400 ng·g-1）for 56 days to determine triiodothyronine（T3）, tetraiodothyronine（T4）, free tri原
iodothyronine（FT3）, and free tetraiodothyronine（FT4）levels, and T3/T4 ratios in the liver tissues of zebrafish. The results showed that
HBCD disrupted the action of the thyroid hormone in zebrafish. The levels of T3 and T4 in the liver tissues of the zebrafish decreased signif原
icantly with increasing concentrations of HBCD. Significant inhibitory effects on FT3 and FT4 were observed in the 100 ng·g-1 and 400 ng·
g-1 exposure groups（P<0.01）. Moreover, the T3/T4 ratio in the liver tissues increased with increasing HBCD concentration. This result indi原
cated that HBCD could transform T4 into T3. In summary, our findings showed that HBCD could affect thyroid function and homeostatic lev原
els in zebrafish, and could further influence the growth and development of zebrafish.
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目前，六溴环十二烷（HBCDs）广泛应用于建筑材

料、塑料橡胶产品以及电子设备中[1]。工业品 HBCDs
主要含有 3种手性异构体：琢-HBCD、茁-HBCD和 酌-
HBCD，其比例分别为 10%~13%、1%~12%和 75%~
89%，其中 酌-HBCD是工业品中最主要的异构体[2]。研
究资料显示，HBCDs是除多溴联苯醚（PBDEs）和四溴
双酚 A（TBBPA）之外的全球第三大溴代阻燃剂。至
2010年，HBCDs的全球年产量已达到 28 000 t，其中
约 64%的产量集中于中国山东省、江苏省等 HBCDs
的生产地区[3-5]。随着 HBCDs生产量和使用量的增加，
HBCDs在不同环境介质（水、土壤、沉积物及空气等）
和生物体内（银鸥、鲫鱼、田螺、斑马贻贝和欧鲤等）均

有不同程度的检出[6-13]，且在水生物体内可随着食物
链富集放大。He等[6]研究发现珠江流域水体中HBCDs
的平均浓度为 0.04 ng·L-1；Xian等[14]首次研究了中国
环境中 HBCDs的含量，发现长江流域鱼体中 HBCDs
的含量范围为 12~330 ng·g-1，高于意大利高山湖泊斑
马贻贝和欧鲤体内 HBCDs的平均浓度（分别为 72.4、
31 ng·g-1）[15]，而低于欧洲工业区鱼类体内 HBCDs含
量水平（9.1~1113 ng·g-1）[13]。

目前，关于 HBCDs 毒性研究的资料相对较少。
HBCDs对大鼠的口服最小致死剂量大于 20 g·kg-1，
吸入最小致死剂量大于 200 mg·L-1；HBCDs对兔子的
经皮肤接触暴露的最小致死剂量大于 20 g·kg-1[15]。
2008年，欧洲联盟委员会对 HBCDs的全面评估显
示：HBCDs可能会造成生殖毒性和慢性毒性。工业品
HBCDs在等于或低于溶解度的条件下不会导致急性
毒性，但该类化合物具有较高的生物浓缩系数。这表

明 HBCDs的急性毒性并不显著，但其慢性毒性及亚
致死毒性效应不容忽视[16]。研究资料表明 HBCDs具
有生殖发育、神经毒性及内分泌干扰等毒性[15-19]。由于
HBCDs与多溴联苯醚（PBDEs）结构相似，由此推测，
HBCDs具有较为显著的甲状腺激素干扰效应[20]。目前，
HBCDs的甲状腺毒性效应研究主要集中于大鼠及鱼
类的血清，如 Van-Der-Ven等[21]研究发现 HBCDs会
使大鼠脑垂体和甲状腺重量增加，促甲状腺激素水平

增加，但此现象只出现在雌鼠体内，其影响机制还需

进一步研究。HBCDs对鱼类组织中甲状腺激素水平
的研究却鲜有报道，因此研究 HBCDs对鱼类甲状腺
激素水平的影响具有重要意义。本研究以斑马鱼为受

试生物，研究了不同剂量 HBCDs饲料暴露对斑马鱼
甲状腺激素水平的影响，选取 T3、T4、FT3、FT4以及
T3/T4的比值为甲状腺激素的水平指标，进一步揭示

HBCDs的甲状腺激素干扰效应，为筛选和甄别环境内
分泌干扰物提供基础资料，为生态环境安全及人体健

康风险评估提供理论支撑和技术支持。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
全自动荧光及化学发光酶标仪（Synergy HT，宝

特仪器有限公司）；匀浆机（FS-2，德国 IKA公司）；
-80 益超低温冰箱（Revco Value Series，赛默飞世尔科
技公司）；低温冷冻离心机（Sorvall Stratos，赛默飞世
尔科技公司）；超高效液相色谱/三重四极杆串联质谱
（Agilent 1260 LC/AB SCIEX 4000trap MS，美国安捷伦
科技有限公司（液相色谱）/SCIEX）。
六溴环十二烷（hexabromocyclododecane，HBCD），

纯度 97%（百灵威公司）；丙酮、正己烷、甲醇（HPLC
级，CNW）购自上海安谱实验科技股份有限公司；斑
马鱼成鱼专用饲料（250~450 Microns，Zeigler，USA）购
自上海海圣生物实验设备有限公司；PBS缓冲液、鱼
三碘甲状腺原氨酸（T3）、鱼游离三碘甲状腺原氨酸
（FT3）、鱼四碘甲状腺原氨酸（T4）、鱼游离四碘甲状
腺原氨酸（FT4）酶联免疫检测试剂盒均购自南京建成
生物工程研究所。

1.2 实验动物
斑马鱼成鱼，体长 3.10~3.60 cm，体重 0.55~0.80

g，购自广州芳村花鸟鱼虫市场。实验前将斑马鱼在实
验室条件下驯养至少 14 d以上，实验鱼应无明显的
疾病和肉眼可见的畸形。实验用水为曝气 24 h的自
来水，空调控制水温为 25 益左右。随机选取健康活泼
的斑马鱼用于暴露实验，放入 50 L的玻璃鱼缸中。实
验中包括 3个暴露组和 1个对照组，每个浓度组设置
3个平行，每个养殖缸中放养斑马鱼 65尾。每日 9：30
和 16颐30投喂自制饵料（含不同浓度 HBCD）2次，投
饲量为体重 2%。实验过程中每日换 1次水，并尽量清
除食物残渣及排泄物，换水前后测水温及溶解氧含

量，每周清洗鱼缸 1次。整个实验期间，用外挂式过滤
器持续微量曝气，光暗比为 14 h颐10 h，溶解氧、温度、
pH值等水质参数符合斑马鱼生长需要，水温为 25 益
左右，pH值为 7.34依0.18，电导率为 182.08依2.46 滋S·
cm-1，溶解氧为 7.65依0.94 mg·L-1，每日观察斑马鱼有
无行为异常、疾病或死亡情况。

1.3 实验方法
1.3.1 饲料制备与测定
1.3.1.1 饲料制备
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本研究暴露剂量的设计以反映实际环境中

HBCDs的暴露水平为原则，根据 Du等[22]和 Law等[23]

实验中设置饲料浓度（5、50 ng·g-1）基本接近环境浓度
的暴露剂量，本实验设置两个较为接近环境浓度的暴

露剂量：低浓度组（10 ng·g-1）和中浓度组（100 ng·g-1）。同
时综合考虑 HBCDs的毒性资料，设置高浓度组（400
ng·g-1），与低浓度组和中浓度组进行比较，观察
HBCDs 对斑马鱼的甲状腺激素干扰及氧化应激效
应。首先，将 HBCDs工业品溶于丙酮，配制 1 g·L-1的
HBCDs丙酮溶液，并根据需要稀释至不同梯度。暴露
实验中所用饲料选取美国 Zeigler公司生产的斑马鱼
成鱼专用饲料，将鱼饲料置于圆底烧瓶中，然后加入

不同浓度的 HBCDs丙酮溶液，使饲料中 HBCD的剂
量分别为 10、100、400 ng·g-1，振荡 1 h使 HBCDs充
分混匀于饲料中，混合物过夜风干，使溶剂蒸发。对照

组饲料用未添加 HBCDs的丙酮作同样处理。将饲料
置于棕色瓶中，并存放于 4 益冰箱中保存，以免光解。
为考察投喂饲料后水中 HBCDs的含量水平，保证饲
料在斑马鱼摄食前未释放到水中，将制备好的 3组饲
料（10、100、400 ng·g-1）均取 1 g分别投入至 1 L超纯
水中，黑暗中静置 1 h后测定超纯水中 HBCDs的含
量水平。

1.3.1.2 饲料中 HBCDs的测定
饲料配制完成后，经索氏抽提、旋转蒸发、凝胶渗

透色谱柱除脂肪以及氧化铝硅胶柱净化等前处理过

程，利用超高效液相色谱质谱联用（LC-MS/MS）测定
饲料中 HBCDs的含量。饲料静置后的超纯水样品经
过 HLB柱富集萃取、浓缩净化等过程后，同样利用
LC-MS/MS测定 HBCDs的含量。每分析一批样品同
时分析质量保证/质量控制（QA/QC）样品，包括方法
空白、空白加标、基质加标和样品平行样。甲醇空白样

品用来检查实验过程中有无来自溶剂或玻璃器皿的

干扰或污染，其中均没有 HBCDs检出或低于检测限。
空白加标中 琢-HBCD、茁-HBCD、酌-HBCD 的回收率
分别为 98%~118%、105%~116%、109~113%；基质加
标中目标物 琢-HBCD、茁-HBCD、酌-HBCD 的回收率
分别为 87%~96%、86%~94%、83%~93%。

检测可知，对照组、低浓度组、中浓度组和高浓度

组饲料中 HBCDs 的实际含量水平分别为 5.23、
15.03、98.29、388.30 ng·g-1，与设定的浓度剂量基本接
近。对照组中检出 HBCDs可能与饲料成分的背景值
有关。对照组饲料中 琢-HBCD、茁-HBCD和 酌-HBCD
的含量分别为 0.80、0.64、3.78 ng·g-1。因为 琢-HBCD

为生物体内主要的异构体形式，且毒性较高，故本实

验对照组饲料中 HBCDs对斑马鱼的影响基本可以忽
略。饲料溶解实验的监测结果表明：水中 酌-HBCD未
检出，琢-HBCD和 茁-HBCD有检出，且浓度水平均较
低（ND~0.023 ng·L-1 和 ND~0.011 ng·L-1），基本可以
忽略水体溶解的 HBCDs对斑马鱼的影响。
1.3.2 斑马鱼样品前处理
斑马鱼暴露 56 d后，每缸鱼中随机选取 6尾，解

剖取肝脏，每 3尾鱼混合为一个样品，准确称取肝脏
组织重量，按照重量（g）颐体积（mL）=1颐9的比例，加入
9倍体积预冷的 PBS缓冲溶液，冰水浴条件下机械匀
浆，制成 10%的组织匀浆液，以 2500 r·min-1，离心 10
min，取上清液待测。
1.3.3 测定指标及方法
1.3.3.1 测定指标及原理
利用生物素双抗体夹心酶联免疫吸附法

（ELISA）检测斑马鱼肝脏中三碘甲状腺原氨酸（T3）、
游离三碘甲状腺原氨酸（FT3）、四碘甲状腺原氨酸（T4）、
游离四碘甲状腺原氨酸（FT4）的含量水平。其工作
原理为向预先包被了甲状腺激素单克隆抗体的酶标

孔中加入甲状腺激素，温育；随后加入生物素标记

的抗甲状腺激素抗体，再与链霉亲和素-HRP结合，
形成免疫复合物，再经过温育和洗涤，去除未结合

的酶；然后加入底物 A、B，产生蓝色，并在酸的作用
下转化成最终的黄色。颜色的深浅与样品中甲状腺

激素浓度呈正相关。

1.3.3.2 测定方法
正式测定前，要进行预实验。首先挑选 2~3例样

品 10%的组织匀浆液，稀释成不同浓度（5%、2%、1%、
0.5%、0.25%）进行预实验，再选取甲状腺激素含量接
近标准曲线中间浓度的组织匀浆液（保证实验测定结

果在标准曲线范围内，减小测定误差），并将所有样品

稀释至此浓度，进行正式实验。具体操作过程参照

ELISA试剂盒说明书进行。T3、T4、FT3和 FT4的标准
曲线如图 1所示。
1.3.4 数据处理
实验结果以 10%肝脏组织匀浆液中 T3、T4、FT3

和 FT4的含量表示，每一暴露浓度组均设 6个平行，
表示为平均数依标准误差（Mean依SD）。采用 SPSS17.0
统计软件进行分析，利用单因素方差分析（ANOVA）
比较不同浓度组的差异，并用最小极差法（LSD）多重
比较法判断差异显著性，显著性水平为 0.05。当 P<
0.05时，判定存在显著性差异，图中用 *表示；当 P<
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0.01时，判定差异性极显著，图中用 **表示。
2 结果与分析

2.1 HBCDs对斑马鱼肝脏中 T3和 T4的含量的影响
不同 HBCDs饲料暴露浓度对斑马鱼肝脏中 T3

和 T4含量的影响如图 2所示。斑马鱼暴露实验结束
后（56 d），随着暴露浓度的增加，斑马鱼肝脏组织中
T3和 T4的含量逐渐降低，呈现较明显的剂量-效应
关系。与对照组相比，低浓度暴露组肝脏中 T3和 T4

的含量显著降低（P<0.05），中、高浓度暴露组肝脏中
T3和 T4的含量均极显著降低（P<0.01）；HBCDs对高
浓度暴露组肝脏中 T3和 T4的最高抑制率分别达到
52.08%和 60.15%。
图 3表示 HBCDs对斑马鱼肝脏中 T3/T4比值的

影响。从图中可以看出，长期暴露情况下，随着暴露浓

度的增加，斑马鱼肝脏组织中 T3/T4比值呈现升高的
趋势。经 56 d暴露后，低浓度暴露组斑马鱼肝脏中
T3/T4比值与对照组无统计学意义（P>0.05），而中浓

图 1 鱼类组织中甲状腺激素测定的标准曲线
Figure 1 Standard curves of thyroid hormones in fish tissues

图 2 HBCDs对肝脏中 T3和 T4含量的影响（暴露时间 56 d）
Figure 2 Effects of exposure to HBCDs on T3 and T4 of liver in zebrafish（exposure for 56 days）
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度暴露组和高浓度暴露组中 T3/T4比值显著高于对
照组（P<0.05）。
2.2 HBCDs对斑马鱼肝脏中 FT3和 FT4的含量的影响
图 4表示不同 HBCDs暴露浓度对斑马鱼肝脏组

织中 FT3和 FT4含量的影响。从图 4中可以看出，与
对照组相比，低浓度暴露组斑马鱼肝脏中 FT3的含
量水平略有增加，但差异不明显（P>0.05）；中浓度暴
露组 FT3含量极显著低于对照组（P<0.01），抑制率为
25.2%；高浓度暴露组 FT3含量显著低于对照组（P<
0.05）。从剂量效应来看，斑马鱼肝脏组织中 FT3的含
量水平呈现先升高后降低的趋势，而后随着暴露浓度

的升高逐渐趋于与对照组水平相当。从图中可以看

出，低浓度暴露组肝脏组织中 FT4含量与对照组相
比无明显差异（P>0.05），中浓度暴露组和高浓度暴露
组中 FT4含量水平均极显著低于对照组（P<0.01）。上
述结果表明：中浓度暴露组和高浓度暴露组中，

HBCDs对斑马鱼肝脏中 FT3和 FT4均产生明显的抑
制作用，其中最高抑制率达到 66.7%。
3 讨论

甲状腺激素对鱼类生长发育、生殖繁育及能量代

谢等生理过程具有重要的调节与控制作用，鱼类甲状

腺受下丘脑-垂体-甲状腺轴的调节，通过下丘脑合
成肾上腺释放激素，刺激垂体产生和释放促甲状腺激

素，促进甲状腺合成大量 T4和少量 T3。由于 T4能够
同血液中的运载蛋白结合，运输至肝脏、脑、肾脏等外

周组织中，在脱碘酶的作用下，脱碘转化形成生物活

性更强的三碘甲腺原氨酸（T3）；一般结合型的激素不
具有生物活性，只有游离的激素才能进入细胞，且结

合型和游离型激素之间保持动态平衡[24]。研究表明，溴
代阻燃剂（PBDEs、HBCDs等）内分泌干扰物均能影响
生物体内甲状腺激素水平及转化过程[25]。
本研究中，与对照组相比，长期暴露下低浓度

HBCDs饲料暴露对斑马鱼肝脏中的 T3和 T4产生抑
制作用，中、高浓度水平 HBCDs对斑马鱼肝脏中的甲
状腺激素 T3和 T4产生明显的干扰作用；低浓度组斑
马鱼肝脏中 T3/T4比值与对照组无明显差异，而中、
高浓度组呈现显著升高趋势。这表明，长期暴露下

HBCDs可诱导甲状腺激素 T4向 T3转化。随着暴露
浓度的增加，斑马鱼肝脏组织中游离甲状腺激素 FT3
和 FT4的含量均呈现稍有升高后降低的趋势，其中
FT3在中浓度暴露组达到最低值，FT4在高浓度暴露
组中达到最低值。Palace等[26]在研究 HBCDs对虹鳟
甲状腺代谢的影响中，发现 HBCDs可以减少虹鳟对
碘的吸收，加快甲状腺激素的转化效率，从而增加暴

露组中甲状腺激素 T4的转化速率，促进甲状腺激素
T3的合成，影响机体的代谢平衡，与本文研究结果基
本一致。刘园园等[27]研究发现，HBCDs暴露 42 d后，
大鼠血清中 TT4、TT3、FT4、FT3浓度随着暴露剂量增

图 3 HBCDs对斑马鱼肝脏中 T3/T4比值的
影响（暴露时间 56 d）

Figure 3 Effects of exposure to HBCDs on the ratio of T3 to T4
of liver in zebrafish（exposure for 56 days）

图 4 HBCDs对肝脏中 FT3和 FT4含量的
影响（暴露时间 56 d）

Figure 4 Effects of exposure to HBCDs on FT3 and FT4 of liver
in zebrafish（exposure for 56 days）
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大呈现先升高后下降的趋势，其中低剂量组的 FT3
浓度显著性升高，高剂量组的 FT4浓度显著性下降，
与本研究甲状腺激素变化趋势基本一致。冀秀玲等[28]

研究 HBCDs发育期暴露对甲状腺激素内稳态的影
响，发现新生大鼠暴露于 HBCDs 21 d后血清中 TT4、
FT4下降而 TT3、FT3和 TSH升高的趋势，且低剂量
暴露组也会对脑发育期新生大鼠产生甲状腺激素干

扰，T4和 FT4的含量变化与本研究相似，其余指标呈
现不同的变化趋势。这可能与受试生物不同相关。

Palace等 [29]研究了 HBCDs异构体对虹鳟血清中 FT3
和 FT4的影响，发现暴露于 HBCD的 3种异构体 56
d后，虹鳟血清中 FT4含量降低，FT3含量上升，与本
文中 FT3的变化趋势相反。这可能由于物种及检测
组织不同所导致。在陈海刚等 [30]的实验中，发现
HBCDs短期暴露，使低、中暴露组红鳍笛鲷幼鱼肝脏
中 T3和 T4的含量显著上升，而高浓度暴露组随时间
推移呈现先升高后降低的趋势；肝组织中 T3/T4比值
低于对照组，呈现明显的剂量-效应关系。这一研究
结果与本研究的结果不一致，可能与暴露时间、鱼种

类不同有关。

本研究结果表明，摄入饲料暴露 HBCDs对鱼类
甲状腺激素产生干扰效应，影响甲状腺激素的内稳态

水平。本研究中部分研究结果与文献报道结果不一

致，可能与暴露时间、受试物种、检测组织、代谢转化

等因素有关。

4 结论

（1）饲料长期暴露 HBCDs对斑马鱼肝脏中的 T3
和T4具有显著性影响，随着暴露浓度的增加，T3和
T4具有明显抑制作用；中、高浓度组暴露 HBCDs对
斑马鱼肝脏中 T3/T4比值具有显著影响。
（2）与对照组相比，低浓度暴露组 HBCDs对斑马

鱼肝脏中 FT3和 FT4的含量影响不明显；而中、高浓
度暴露组中 HBCDs对斑马鱼肝脏中 FT3 和 FT4的
含量水平具有显著影响，呈现明显降低趋势。

（3）通过饲料长期摄入 HBCDs，对鱼类甲状腺激
素（T3、T4、FT3、FT4）具有干扰效应，干扰甲状腺的调
节机制，可能影响脱碘酶的活性而诱导甲状腺激素

T4向 T3转化，从而影响鱼类的生长发育。
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