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三丁基锡对非洲爪蟾甲状腺

组织结构的影响
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摘要：幼龄非洲爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊）暴露于低浓度三丁基锡（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）中２个月，

运用组织学切片的方法观测甲状腺组织结构的变化．结果表明，ＴＢＴ暴露１个月能引起爪蟾甲

状腺滤泡胶质减少甚至空泡化，暴露２个月后，甲状腺滤泡的变形率也显著增加，相对甲状腺横

截面积和滤泡面积仅为平行对照的３５．３％和４５．６％，而滤泡数目没有明显变化．空白组和暴露

组均未观察到明显的滤泡上皮增厚或肥大等现象．由此可见，甲状腺萎缩是由于滤泡面积减小

而不是滤泡数目减少所引起的；滤泡中胶质的减少和变形等与常见的滤泡上皮代偿性增生或肥

大无关．所用低浓度的ＴＢＴ能对爪蟾甲状腺组织结构造成严重损伤，ＴＢＴ可以被认定为一种

环境甲状腺激素干扰物．
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０　引　　言

用于船舶防污漆的三丁基锡（ＴＢＴ）被认为是人为引入海洋环境中毒性最大的物质之

一．国际海事组织（ＩＭＯ）规定从２００３年开始全面禁止船体上涂含有ＴＢＴ的防污漆
［１］．然

而，有机锡化合物仍广泛应用于杀菌剂和防腐剂等，并对淡水生态系统造成影响［２，３］．我国

内陆淡水水域的ＴＢＴ浓度高达４２５ｎｇ·Ｌ
－１［４］．因此，有必要加强ＴＢＴ对淡水生物的生态

毒性效应研究．

ＴＢＴ由于能引起腹足类的性畸变而被认为是一种典型的环境内分泌干扰物
［５，６］．最近

有研究表明，ＴＢＴ能与视黄酸Ｘ核受体（ＲＸＲ）结合
［７］，而ＲＸＲ与甲状腺激素核受体（ＴＲ）

同属核受体超家族成员，且二者形成二聚体与甲状腺激素结合．因此，在脊椎动物中，ＴＢＴ

具有干扰甲状腺激素系统的可能．以前的研究多集中在ＴＢＴ的雄激素干扰效应上
［５，６］，而

对其甲状腺激素干扰效应还未见报道．

发育生物学模式生物非洲爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊）由于具有饲养简单，长年排卵，产卵量

大和终生生活在水中等优点，适用于生态毒理学领域的研究［８］．甲状腺组织结构是评价甲状

腺激素干扰效应最敏感的指标之一［９］．本文对幼龄非洲爪蟾进行低浓度ＴＢＴ的长期暴露，

运用组织学切片的方法观测甲状腺组织结构的变化，探讨ＴＢＴ对脊椎动物的甲状腺激素

干扰效应，为ＴＢＴ的生态和健康风险评价提供科学依据．

１　材料与方法

１．１　药品

氯化三丁基锡（ＴＢＴＣｌ，９７％）购自 Ｍｅｒｃｋ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自 Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司；其余试剂均为国产分析纯．

１．２　幼蛙的饲养与管理

非洲爪蟾蝌蚪由上海生命科学研究院神经科学研究所人工孵化获得，在室内循环水系

统中将蝌蚪养成幼蛙．幼蛙每天喂食一次丰年虾，室温２５℃，光照周期为１２Ｌ／１２Ｄ；自来水

经活性炭和微孔过滤系统处理后进入养殖箱循环，硬度１５０～２５０ｍｇ·Ｌ
－１（ＣａＣＯ３），余氯

浓度低于３μｇ·Ｌ
－１，ｐＨ值为７．０～８．０，溶解氧浓度高于５ｍｇ·Ｌ

－１．

１．３　暴露实验

将４０只３个月龄的幼蛙随机分到两个２０Ｌ聚丙烯酰胺材料的白色塑料箱中，每个箱

中２０只蛙，１２Ｌ水．一组加入２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ，用二甲基亚砜助溶，另一组加等体积的二

甲基亚砜作为空白对照．每天定时喂食，全换水并染毒，温度、光照与饲养条件均相同．

１．４　取材

分别于暴露１个月和２个月后，每组取１０只幼蛙．快速冷冻后称重、测体长；之后活体解

剖，取蛙的下颌沿两眼前、后位置横切，将正中样品放置于４％的甲醛溶液中固定２４ｈ以上．

１．５　组织切片的制备

取出固定后的组织，自来水反复冲洗后放置于ＫＤＴＳ１脱水机内经梯度酒精脱水和二

甲苯渗透等步骤，在ＫＤＢＭ冷冻包埋机上将组织包埋于石蜡中；在ＹＤ１５０８Ｒ切片机上进

行连续切片，厚度６μｍ；脱蜡制水后，经苏木精伊红（Ｈ．Ｅ．）染色，中性树胶封片．

１．６　组织学观测

６７
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在光学显微镜下观测甲状腺组织结构并拍照，采用Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软件进行图像的处理和

分析．主要观测甲状腺滤泡变形、胶质减少、空泡化、增生和肥大等现象，并统计如下指标．滤

泡变形率（ＩＦＭ）和胶质减少率（ＩＣＤ）：在同一个体的所有连续切片中，选取滤泡数最多的１０

个切片，统计其滤泡发生变形和胶质减少的数目及其滤泡总数，变形数或胶质减少数占滤泡

总数的百分比即为滤泡变形率或胶质减少率．相对甲状腺横截面积（ＲＴＡ）和滤泡面积

（ＲＦＡ）：同一个体所有连续切片中１０个最大甲状腺横截面的平均面积和１０个最大滤泡的

平均面积，用数码图像像素大小的相对值表示．甲状腺滤泡数目（ＮＯＦ）：同一个体所有连续

切片中甲状腺滤泡的最大数目．

１．７　数据处理

实验数据用ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，结果以平均值（ｍｅａｎ）±标准差（Ｓ．Ｄ．）表示，用

单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）检验组间数据差异性，用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ７．５作图．

２　结　　果

２．１　ＴＢＴ对爪蟾体长和体重的影响

在两个月实验期间，对照组和暴露组均未出现死亡、畸形或行为异常情况．组间体重和

体长指标无显著差异（数据未列出）．

２．２　ＴＢＴ对爪蟾甲状腺组织结构的影响

爪蟾的甲状腺主要分布在下颌部舌骨后角和舌骨后侧突之间（见图１Ａ）．对照组爪蟾的

甲状腺滤泡大多呈圆形或椭圆形，滤泡周围均匀分布单层的上皮细胞，细胞呈扁平状，滤泡

腔内充满均匀的胶质，较少观察到滤泡的变形和胶质减少等现象（见图１Ｂ）．

ＴＢＴ暴露１个月后，甲状腺滤泡出现轻微和中等程度的变形（见图１ＣＥ），滤泡细胞的

形态分化增大，局部区域出现内包的乳头状突起（见图１Ｄ）；同时，部分滤泡出现明显的胶质

减少（见图１Ｄ），甚至全部消失（见图１Ｅ），胶质减少率较平行对照组显著升高（见图２）．相对

甲状腺横截面积、滤泡面积和滤泡数目与对照组相比无明显变化（见图３）．

７７
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图１　三丁基锡（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）对非洲爪蟾甲状腺组织结构影响的横切图（Ｈ．Ｅ．染色）

Ｆｉｇ．１　Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅｓｅｃｔｉｏｎｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｈｙｒｏｉｄｈｉｓｔｏｌｏｇｙ（Ｈ．Ｅ．）ｉｎ犡犲狀狅狆狌狊

犾犪犲狏犻狊ｅｘｐｏｓｅｄｔｏｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎ（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）

注：Ａ－Ｂ对照组甲状腺（Ａ）及其放大图（Ｂ），Ｃ－ＥＴＢＴ（２５ｎｇ·Ｌ－１ＴＢＴＣｌ）暴露１个月后滤泡胶质轻微减

少（Ｃ），胶质减少和变形程度加剧（Ｄ），甚至出现空泡化现象（Ｅ），Ｆ暴露２个月后滤泡变形和空泡化严重；

ｃ胶质，ｃｄ胶质减少，ｆ滤泡，ｆｍ滤泡变形，ｈ舌骨，ｖ空泡化，ｔｇ甲状腺

图２　三丁基锡（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）对非洲爪蟾甲状腺滤泡变形率（ＩＦＭ）

和胶质减少率（ＩＣＤ）的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎ（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）ｏｎｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＩＦＭ）

ａｎｄｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｃｏｌｌｏｉｄｄｅｐｌｅｔｉｏｎｉｎ犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊

注：暴露组与平行对照组相比，犘＜０．０５；犘＜０．０１；犘＜０．００１

暴露２个月后，滤泡的变形率和胶质减少率较平行对照组明显增加，半数以上的滤泡发

８７



第６期 王蕾，等：三丁基锡对非洲爪蟾甲状腺组织结构的影响

生变形，近４０％的滤泡出现胶质减少现象（见图２），少数个体甚至出现滤泡全部变形和空泡

的现象．相对甲状腺横截面积和滤泡面积仅为平行对照的３５．３％和４５．６％，滤泡数目无明显

变化（见图３）．

除上述现象外，暴露组滤泡中还出现颗粒状胶质和上皮细胞缺失等现象，未发现明显的

上皮增厚或细胞增生等现象（见图１）．

图３　三丁基锡（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）对非洲爪蟾相对甲状腺横截面积（ＲＴＡ）、

滤泡面积（ＲＦＡ）和滤泡数目（ＮＯＦ）的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎ（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）ｏｎｒｅｌａｔｉｖｅｔｈｙｒｏｉｄｇｌａｎｄａｒｅａ（ＲＴＡ），

ｒｅｌａｔｉｖｅｆｏｌｌｉｃｌｅａｒｅａ（ＲＦＡ）ａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆｆｏｌｌｉｃｌｅ（ＮＯＦ）ｉｎ犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊

注：暴露组与平行对照组相比，犘＜０．０５

３　讨　　论

３．１　ＴＢＴ对爪蟾的甲状腺激素干扰效应

目前，越来越多的研究表明环境中许多化学污染物可以影响生物体甲状腺激素的合成、

分泌、运输、生理作用和代谢等过程，这类污染物被统称为甲状腺激素干扰物（ＴＤＣｓ）
［１０］．甲

状腺组织结构的变化是一类对甲状腺激素干扰物敏感的检测指标，各种变化方式出现的先

后次序以及变化幅度反映了污染物对甲状腺的干扰程度，其灵敏性高于对甲状腺激素水平

等生化指标的检测［９］．本研究中，尽管对照组也出现轻微的变形和胶质减少等现象，但ＴＢＴ

暴露１个月后胶质减少率明显升高，２个月后滤泡变形率明显增加，甲状腺和滤泡面积减

小．甲状腺面积的减小表明甲状腺出现了萎缩，但滤泡数目并没有发生改变，由此可以推断

甲状腺萎缩是由滤泡面积减小而不是其数目减少引起的．甲状腺滤泡由滤泡上皮细胞和胶
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质组成，滤泡的变形和胶质的减少导致其面积的减小．

甲状腺是合成和分泌甲状腺激素的器官，滤泡变形、胶质减少和甲状腺萎缩等表明甲状

腺的功能受到了损伤．实验中使用的ＴＢＴ浓度相当于甚至低于我国部分水域ＴＢＴ的环境

浓度，由此可见，环境浓度的ＴＢＴ能够导致爪蟾甲状腺形态结构的严重损伤．在ＯＥＣＤ最

新的甲状腺激素干扰物筛选方案中，爪蟾蝌蚪变态实验被认为是筛选甲状腺激素干扰物最

敏感的方法，变态后的幼蛙由于对甲状腺激素稳态的变化不敏感而较少被采用．本文采用变

态完成后的幼蛙进行实验，体长和体重指标在组间没有明显的变化，表明与变态实验相比，

生长指标的敏感性有所降低．但本文发现在较低浓度下ＴＢＴ对幼蛙的甲状腺组织却会产

生明显影响．由于甲状腺激素对众多生理功能的调节作用并不仅仅表现在生长过程上，甲状

腺的变化或许会对幼蛙的其他生理过程产生影响．因此，可以认定ＴＢＴ为一种环境甲状腺

激素干扰物．ＯＥＣＤ将甲状腺组织结构作为一个主要的评价指标，包括滤泡上皮细胞高度、

滤泡上皮厚度以及滤泡面积等，而没有变形率和胶质减少率的报道［９］．本文采用变形率和胶

质减少率这两项指标对甲状腺组织进行评价，表明它们是比较敏感的检测指标．

３．２　ＴＢＴ对爪蟾甲状腺组织结构损伤的可能机理

甲状腺激素干扰物能够通过反馈调节机制对甲状腺的组织结构造成影响．如高氯酸盐

和丙硫氧嘧啶等甲状腺激素阻抗剂能抑制甲状腺激素的合成，从而导致甲状腺滤泡的代偿

性增生，常表现为滤泡上皮增厚、细胞增生和胶质减少等现象［１１］．本文并未观察到ＴＢＴ导

致的甲状腺滤泡代偿性增生的现象．而所观察到的滤泡严重变形在其他污染物中还未见报

道．有研究者认为，滤泡上皮的内包是由于上皮细胞的增生而导致部分细胞突起
［１２］．但本文

并未在变形的滤泡上皮发现细胞间隙明显紧缩的现象．因此，可以排除滤泡的变形是由于细

胞增生并形成乳突而引起的．虽然一些甲状腺激素阻抗剂也能导致胶质的减少，但这种减少

一般是伴随滤泡上皮的严重增厚而形成的，在一定程度上是滤泡上皮挤压的结果．而本文中

并未形成多层滤泡上皮，因此也可以排除滤泡上皮增生的影响．同时，由于幼蛙对甲状腺激

素稳态的变化没有变态期敏感，ＴＢＴ通过影响激素水平进而负反馈影响甲状腺组织结构的

可能性较小．

ＴＢＴ是否通过与ＲＸＲ结合来干扰爪蟾的甲状腺结构呢？根据上述分析，至少可以认

为ＴＢＴ不可能以甲状腺激素阻抗剂的形式与ＲＸＲ结合，进而通过负反馈调节来影响甲状

腺的结构．由于污染物对甲状腺系统影响的复杂性和本文仅研究了甲状腺的组织结构，根据

已知典型的甲状腺激素干扰物的毒作用模式还无法对本文所观察到的现象做出合理的解

释．此外，有最新研究表明，ＴＢＴ还可以起到“环境肥胖素”的作用，引起人类“肥胖症”等代

谢性疾病的发生［１３］，对人类健康构成的潜在风险．ＴＢＴ的甲状腺激素干扰与其肥胖激素效

应是否有内在关联也有待进一步研究．

４　结　　论

研究结果表明环境浓度的 ＴＢＴ能对爪蟾甲状腺组织结构造成严重损伤，可以认定

ＴＢＴ为一种甲状腺激素干扰物．甲状腺激素对两栖类的变态、生长发育和繁殖等具有重要

的作用，ＴＢＴ对爪蟾甲状腺系统的干扰势必对其生存造成严重的影响．因此，需进一步加强

ＴＢＴ的甲状腺激素干扰效应及其作用机制的研究．
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