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热带爪蟾胚胎对三丁基锡致畸作用

响应的敏感时期
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摘要：采用２００ｎｇ·Ｌ
１氯化三丁基锡对热带爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）胚胎进行第１天、第２

天、第３天和３ｄ全暴露实验．结果表明，第３天和３ｄ全暴露组胚胎的存活率比对照组分别降

低了１０％和２０％，第２天、第３天和３ｄ全暴露组的体长分别减少了３０％、２０％和３９％．暴露组

胚胎畸形率均在９０％以上，畸形类型主要包括眼睛变大、变小或变形、泄殖腔突出、鳍变窄或无

鳍和尾巴弯曲等．其中，第２天暴露组胚胎的眼比对照组的小，而第３天暴露组胚胎的眼明显变

大；第１天暴露组胚胎的背鳍略有变窄，第２天暴露组胚胎的鳍严重缺失并有尾尖残留或缺刻

的现象，第３天暴露组胚胎的背鳍和腹鳍均稍有变窄．由此可见，三丁基锡引起的热带爪蟾胚胎

眼和鳍的畸形表现出明显的暴露时段性特征．
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１ ｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎｃｈｌｏｒｉｄｅ

（ＴＢＴＣｌ）ｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｅｍｅｎｔｏｆｔｈｒｅｅｄａｙｓ．Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｅｍ
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犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎ（ＴＢＴ）；　犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊；　ｅｍｂｒｙｏｓ；　ｔｅｒａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ

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．国

际海事组织（ＩＭＯ）规定从２００３年开始全面禁止在船体上涂含有ＴＢＴ的防污漆
［１］．然而，有

机锡化合物仍被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］．我国部分

内陆水域有机锡化合物调查的结果表明，多数水样中三丁基锡化合物的含量较高，其中上海

黄浦江复兴东路轮渡码头水样中三丁基锡含量高达４２５．３ｎｇ·Ｌ
１［４］．因此，有必要加强

ＴＢＴ对淡水生物的生态毒性效应及其作用机理的研究．

ＴＢＴ是一种典型的环境内分泌干扰物，能引起腹足类的性畸变，对爪蟾产生甲状腺激

素干扰效应［５］．爪蟾胚胎致畸实验是检测污染物发育毒性的有效方法
［６］．我们前期的研究表

明，采用环境浓度三丁基锡（５０～４００ｎｇ·Ｌ
１ＴＢＴＣｌ）对热带爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）胚胎

进行２４、３６和４８ｈ暴露能够导致胚胎眼睛异常、泄殖腔突出和鳍变窄等多种畸形现象
［７］．

在胚胎的发育过程中，各器官的分化和形成时期往往不同，这意味着污染物对胚胎各个部位

产生致畸效应的敏感时期可能也不一样［８１０］．

本文采用２００ｎｇ·Ｌ
１氯化三丁基锡对热带爪蟾胚胎进行３ｄ内不同时段的暴露，通过

观测胚胎的畸形特征，确定三丁基锡对胚胎致畸作用的敏感时期，以便更有效地评价三丁基

锡的发育毒性并揭示其毒作用机理．

１　材料与方法

１．１　主要试剂

氯化三丁基锡（９７％）购自 Ｍｅｒｃｋ公司，人绒毛膜促性腺激素（ｈＣＧ）购自宁波第二激素

厂，其余试剂均为国产分析纯．

１．２　胚胎的获取

挑选性成熟热带爪蟾１４对，采用人工注射ｈＣＧ的方法诱导产卵．每只爪蟾都进行２次

注射，待蛙抱对产卵结束后收集胚胎，从产卵较好的３对蛙的胚胎中，挑选出达到ＮＦ１１～

１２阶段且发育正常的胚胎进行实验
［１１］．

１．３　胚胎的暴露实验

氯化三丁基锡用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）助溶，然后用Ｒｉｎｇｅｒ溶液稀释成２００ｎｇ·Ｌ
１，现

配现用．在每个直径９０ｍｍ的玻璃培养皿内加４０ｍＬ溶液和２０只发育正常的胚胎，放置于

恒温培养箱中，温度控制在（２５±０．５）℃，为避免三丁基锡分解，培养箱２４ｈ保持黑暗．实验

共设１个二甲基亚砜（＜０．１％）对照组和４个不同时段的暴露组（见图１）．每组４盘，每２４

ｈ换液１次，并剔除死去的胚胎．处理组在非暴露时段换成含二甲基亚砜的Ｒｉｎｇｅｒ溶液，实

验３ｄ后，将存活胚胎用１００ｍｇ·Ｌ
１ＭＳ２２２麻醉处理后固定于４％的甲醛溶液中．

２６
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图１　将热带爪蟾胚胎暴露于三丁基锡的实验设计方法

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｄｅｓｉｇｎｍｅｔｈｏｄｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆｏｒ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏＴＢＴ

１．４　畸形的观察与分析

取出经固定的胚胎，在Ｎｉｋｏｎ解剖镜下观察胚胎的发育状况，用ＮｉｋｏｎＤＳＳＭ 型显微

镜照相系统进行拍照．在每盘中随机选取５个样品的图片，用ＡＣＤＳｅｅ１０软件测量胚胎的体

长、尾长、鳍宽和肌节宽等，以其平均值作为该盘相应指标的值（见图２），其中，鳍宽和肌节

宽以尾中部的测量值表示．

图２　热带爪蟾胚胎体长（ＷＢＬ）、尾长（ＴＡＬ）、鳍宽（ＴＦＷ）和肌节宽（ＭＳＷ）的测量

Ｆｉｇ．２　Ｔｙｐｅｓｏｆｇｒｏｗｔｈｉｎｄｅｘｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｆｏｒ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓ

１．５　数据统计

用ＳＰＳＳ１６．０进行数据的统计分析．以一盘中的胚胎为一个平行样，数据以平均值±标

准差（Ｓ．Ｄ．）表示，狀＝４．用Ｔｕｋｅｙｔｅｓｔ进行分析；用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．０作图．

２　结　　果

２．１　对胚胎存活和生长的影响

暴露３ｄ后，对照组（Ｃｏｎｔ．）胚胎的存活率为１００％．与对照组相比，第３天暴露组（Ｔ３）

３６
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和３ｄ全暴露组（Ｔ４）的胚胎存活率分别降低了１０％和２０％；第２天暴露组（Ｔ２）、第３天暴

露组（Ｔ３）和３ｄ全暴露组（Ｔ４）胚胎的体长分别减少了３０％、２０％和３９％（见图３）．

注：暴露方式参见图１；暴露组与对照组相比犘＜０．０１；犘＜０．００１

图３　不同时段三丁基锡（２００ｎｇ·Ｌ
１ＴＢＴＣｌ）暴露对热带爪蟾胚胎存活（ＰＯＳ）和体长（ＷＢＬ）的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＢＴｅｘｐｏｓｕｒｅｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｏｎｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔｏｆｓｕｒｖｉｖａｌ（ＰＯＳ）ａｎｄ

ｗｈｏｌｅｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ（ＷＢＬ）ｉｎ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓ（狀＝４）

２．２　三丁基锡对胚胎的致畸效应

对照组（Ｃｏｎｔ．）胚胎的总畸形率仅为３％，而暴露组胚胎的总畸形率均达９０％以上．３ｄ

后，正常胚胎眼睛呈圆形，色素较深且均匀分布；尾平直；鳍平展，无波形；泄殖腔左右两侧平

行（见图４Ａ）．与对照组相比，暴露组出现多种畸形现象，主要有眼睛变大或变小、躯干增大、

泄殖腔突出、鳍变窄或无鳍以及尾巴弯曲等（见图４Ｂ～Ｆ）．

注：ａｅ眼睛畸形，ｂｔ尾巴弯曲，ｅ眼睛，ｅｐ泄殖腔突出，ｆ鳍，ｎｆ鳍缺失，ｎｆ窄鳍，ｐ泄殖腔，ｔ尾；

标尺＝０．５ｍｍ

图４　不同时段三丁基锡（２００ｎｇ·Ｌ
１ＴＢＴＣｌ）暴露对热带爪蟾胚胎的致畸效应

Ｆｉｇ．４　ＴｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴＢＴｅｘｐｏｓｕｒｅｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｏｎ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓ

总体而言，３ｄ全暴露组（Ｔ４）胚胎畸形程度最严重．其中，眼睛和鳍的畸形表型在不同

暴露时段表现出不同的特征．第１天暴露组（Ｔ１）胚胎的眼睛与对照组没有明显区别（见图
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５Ａ和Ｂ），第２天暴露组（Ｔ２）胚胎的眼睛主要表现为变小和色素减少等现象，第３天暴露组

（Ｔ３）胚胎的眼睛明显增大，同时伴随变形的情况（见图５Ｃ），而３ｄ全暴露组（Ｔ４）的胚胎主

要表现为眼球突出，在部分样品也伴随色素减少和变形的现象（见图５Ｄ）．

注：ｄｅ眼睛变形，ｅ眼睛，ｐｅ眼球突出；标尺＝０．２ｍｍ

图５　不同时段三丁基锡（２００ｎｇ·Ｌ
１ＴＢＴＣｌ）暴露对热带爪蟾胚胎眼部的致畸效应

Ｆｉｇ．５　ＴｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴＢＴｅｘｐｏｓｕｒｅｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｏｎｔｈｅｅｙｅｓｏｆ

犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓ

鉴于鳍在尾部比在躯干部更易于观测，本文选取了尾部的相关指标来评价鳍的变化．与

对照组相比，第２、３天及３ｄ全暴露组（Ｔ２４）胚胎的尾长（ＴＡＬ）分别减少了３２％、２２％和

４３％（见图６Ａ），而尾长与体长的比（ＴＡＬ／ＷＢＬ）变化趋势比较小，仅在第１天和３ｄ全暴

露组（Ｔ１，４）有较明显的变化（见图６Ｂ）．第１ｄ暴露组（Ｔ１）背鳍略有变窄（见图７Ａ和Ｂ）；第

２ｄ暴露组（Ｔ２）胚胎的背鳍和腹鳍均严重变窄（见图６Ｃ），并在泄殖腔附近及尾部出现腹鳍

缺刻和尾尖残留等现象（见图７Ｃ和Ｄ）；第３天和３ｄ全暴露组（Ｔ３，４）胚胎的背鳍和腹鳍也

明显变窄（见图６Ｃ和７Ｅ），３ｄ全暴露组（Ｔ４）甚至出现背鳍和腹鳍全部消失的现象（见图

７Ｆ）．第２天和３ｄ全暴露组（Ｔ２，４）胚胎的鳍宽与尾长的比均明显降低（见图６Ｄ）．第３天暴

露组（Ｔ３）的肌节宽（ＭＳＷ）降低了２９％（见图６Ｅ），而３ｄ全暴露组（Ｔ４）胚胎的肌节宽与尾

长的比（ＭＳＷ／ＴＡＬ）却增加了３６％（见图６Ｆ）．

３　讨　　论

３．１　对存活和生长的影响

本文结果表明，三丁基锡第３天和３ｄ全暴露明显降低了胚胎的存活率，除第１天外，

其余时段暴露均明显抑制了胚胎的生长．由此可见，第３天是胚胎存活较为敏感的时段，而

第１天对生长没有明显影响的原因可能是由于胚胎体轴延展时间较晚，胚胎到第２天才会

出膜，出膜前的胚胎都处于蜷缩状态，导致第１天暴露对胚胎的体长几乎没有影响．
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注：Ａ尾长（ＴＡＬ），Ｂ尾长与体长的比（ＴＡＬ／ＷＢＬ），Ｃ鳍宽（ＴＦＷ），Ｄ鳍宽与尾长的比（ＴＦＷ／ＴＡＬ），

Ｅ肌节宽（ＭＳＷ），Ｆ肌节宽与尾长的比（ＭＳＷ／ＴＡＬ）；暴露组与对照组相比犘＜０．０５，犘＜０．００１

图６　不同时段三丁基锡（２００ｎｇ·Ｌ
１ＴＢＴＣｌ）暴露对热带爪蟾胚胎尾部指标的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴＢＴｅｘｐｏｓｕｒｅｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｏｎｔｈｅｉｎｄｉｃｅｓｏｆｔａｉｌｉｎ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓ

注：ｆ鳍，ａｆ鳍缺失，ｎｆ窄鳍；标尺＝１．０ｍｍ

图７　不同时段三丁基锡（２００ｎｇ·Ｌ
１ＴＢＴＣｌ）暴露对热带爪蟾胚胎尾鳍的致畸效应

Ｆｉｇ．７　ＴｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴＢＴｅｘｐｏｓｕｒｅｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｏｎｔｈｅｔａｉｌ

ｆｉｎｓｏｆ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻ｅｍｂｒｙｏｓ
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３．２　对胚胎的致畸效应

三丁基锡３ｄ全暴露能引起热带爪蟾胚胎产生多种严重的畸形现象，这些现象与以前

研究中观察的畸形表型高度一致，而且相对于三丁基锡２４、３６和４８ｈ暴露后引起的畸形现

象更严重［７］．这主要由于暴露时间的延长，且暴露的延长时段仍为某些器官发育的关键期，

如泄殖腔和鳍等［１２］．尽管多种污染物均能导致爪蟾胚胎产生畸形现象，然而，其他污染物引

起的畸形表型一般为水肿、尾巴弯曲、鳍皱折和皮肤色素减少等［１３，１５］，极少观察到泄殖腔突

出或鳍变窄的现象．可见，三丁基锡能引起爪蟾胚胎特异性的畸形现象．

３．３　对眼和鳍致畸的敏感时期

尽管三丁基锡３ｄ全暴露能引起多种典型的畸形特征，但在分时段暴露中主要观察到

眼睛和鳍的变化特征，而其他畸形表型的时段性特征不明显．这可能与各器官的发育模式有

关．第１天暴露组（Ｔ１）胚胎的眼睛与对照组没有明显差异，这一结果与以前暴露２４ｈ后观

察到眼睛色素减少等畸形现象的结果不同．这表明三丁基锡在第１天对眼睛的影响表现为

发育抑制，一旦解除三丁基锡暴露后，眼睛的发育仍能恢复正常．第３天暴露能导致眼异常

变大，以及３ｄ全暴露能导致眼球突出等畸形，这表明三丁基锡在第３天对眼发育的影响机

制可能与第１、２天的不同．

暴露组尾长与体长的比与对照组没有明显变化，而鳍宽与尾长的比在多个暴露组显著

减少，这表明三丁基锡对尾轴的延展没有影响，而对鳍的发育有特异性的抑制作用．三丁基

锡３ｄ全暴露组（Ｔ４）能引起鳍的彻底消失，而分时段暴露却导致胚胎背、腹和前、后部位鳍

的特征性变化．有研究表明，背鳍由神经脊迁移转化形成，它始于２５阶段；而腹鳍源于两个

部分，第一部分始于胚胎发育的２７～３２阶段，由尾尖迁移到腹部形成腹鳍的一部分，第二部

分开始分化的时间较晚，它由泄殖腔附近的中胚层发育而来，在４１和４６阶段完全形

成［１２，１６，１７］．在本实验中，对照组第１、２和３天胚胎的发育时段大约为１１～３２，３３～４１和４２～

４８阶段，其中第１天为背鳍（包括尾尖）发育的重要时期，第３天为背鳍进一步扩展的时期，

第２天为腹鳍形成的主要时期，而本文观察到，第１天暴露胚胎背鳍变窄，第２天暴露胚胎

背、腹鳍严重缺失，以及第３天暴露胚胎背、腹鳍均略有变窄．由此可见，不同时段的暴露对

鳍的影响正好与鳍的发育模式相吻合．

４　结　　论

本文通过采用三丁基锡对热带爪蟾胚胎进行不同时段的暴露，观察到三丁基锡３ｄ全

暴露能引起胚胎眼睛变大、变形、泄殖腔突出和鳍变窄或无鳍等多种严重的畸形现象．其中，

第２天暴露组胚胎的眼比对照组的小，而第３天暴露组胚胎的眼明显变大；第１天暴露组胚

胎的背鳍略有变窄，第２天暴露组胚胎的鳍严重缺失并有尾尖残留或缺刻的现象，第３天暴

露组胚胎的背鳍和腹鳍均稍有变窄．本文为在胚胎致畸实验中筛选表型标志物提供了依据，

同时为进一步研究三丁基锡的致畸机制提供了参考．
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