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视黄酸对热带爪蟾胚胎致畸效应的表型特征
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摘要：选取典型的胚胎致畸剂———全反式视黄酸对热带爪蟾（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．结果表明，２，１０和５０μｇ·Ｌ
－１视黄酸暴露对胚胎的存活率没有影响，对胚胎的

生长和发育却有明显的抑制作用，并导致所有胚胎出现畸形现象，说明视黄酸对热带爪蟾胚胎

具有极强的致畸性，同时显示了热带爪蟾胚胎对视黄酸的敏感性．视黄酸主要引起胚胎脑部缩

小、眼睛色素减少、围心腔水肿和尾巴弯曲等多种畸形类型．２４，３６和４８ｈ后，暴露组脑部畸形

指数和眼睛畸形指数较对照组均有明显增加，并表现出较好的浓度效应关系，而时间效应关系

不明显，表明视黄酸对脑和眼部的影响主要发生在暴露的前２４小时；４８ｈ后尾部的畸形指数相

对于２４ｈ有明显的升高．将视黄酸导致的胚胎畸形类型与污染物三丁基锡对比，表明视黄酸致

畸特征图谱在三丁基锡致畸机制的研究中有重要的参考价值．由此可见，有可能将ＦＥＴＡＸ实

验发展为一种基于致畸机制的发育毒性检测方法．
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０　引　　言

自２０世纪９０年代以来，全球两栖类动物种群衰退现象十分严重．世界自然保护联盟发

表的最新公报认为两栖类动物是当今世界上生存形势最为严峻的动物群体［１３］．化学污染物

被认为是引起两栖类种群衰退的重要原因之一．一些野外调查表明两栖类的畸形现象的确

与化学污染有关［４］．因此，研究污染物对两栖类的致畸作用及其机制对揭示两栖类种群衰退

的原因具有重要意义．

非洲爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊）胚胎致畸实验（ＦＥＴＡＸ）是检测污染物发育毒性的常用方

法［５］．目前，该方法仅用于污染物致畸效应的检测
［６］．鉴于爪蟾作为发育生物学动物模型的

诸多优势，运用爪蟾胚胎进行特定污染物致畸机制的研究将具有较大的潜力［７］．其中，胚胎

畸形的表观特征可以作为研究污染物致畸机制的标志物．

信号调节在生物体的生长和发育过程中起着重要作用，如视黄酸能调节脊椎动物胚胎

尤其是眼睛的发育．研究表明，过量的视黄酸却能导致胚胎的畸形发育
［８，９］，并被认为是一

种典型的胚胎致畸剂．污染物可能通过干扰视黄酸信号通路而引起胚胎的畸形现象
［１０，１１］．

热带爪蟾（犡．狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）是发育生物学中一种新的模式动物，是非洲爪蟾的理想替身．

本文以热带爪蟾胚胎为模型，对ＦＥＴＡＸ实验方法进行改进，检测视黄酸对胚胎的致畸效

应，建立其表型特征图谱，为发展基于致畸机制的发育毒性检测方法奠定基础．

１　材料与方法

１．１　主要试剂

全反式视黄酸（ａｌｌ狋狉犪狀狊ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ；化学名：３，７二甲基９（２，６，６三甲基环己烯）２，

４，６，８全反式壬四烯酸；ＣＡＳ：３０２７９４；９８％）购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，人绒毛膜促性腺激

素（ｈＣＧ）购自宁波第二激素厂，Ｌ半胱氨酸（Ｌｃｙｓｔｅｉｎｅ；９８．５％）购自国药集团化学试剂有

限公司．

１．２　胚胎的获取

挑选性成熟热带爪蟾１３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，选取产卵好的３对蛙的胚胎，将胚胎用２％的半胱氨

酸处理３ｍｉｎ，去膜，再用Ｒｉｎｇｅｒ溶液清洗３遍，挑选出达到ＮＦ１１－１２阶段发育正常的胚

胎进行实验［１２］．

１．３　胚胎的暴露实验

视黄酸用乙醇助溶，然后用Ｒｉｎｇｅｒ溶液稀释成２，１０和５０μｇ·Ｌ
－１３个浓度，放在４℃

５３１
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下备用．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 （２６±０．５）℃，为避免视黄酸分解，培养箱２４ｈ保持黑暗．实验

共设１个乙醇（０．０５％）对照组和３个暴露组，各暴露组的乙醇浓度与对照组浓度相同．每组

１２盘，每２４ｈ换液１次．分别在２４，３６和４８ｈ从每组取４盘胚胎，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．

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．识别胚胎畸形特征并对脑、眼睛和尾部的畸形程度进行分级（见表

１），统计其畸形指数（ＴＩ），即各组的平均畸形级数．

表１　热带爪蟾 （犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）胚胎脑、眼睛和尾部畸形程度分级的方法

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｉｎｂｒａｉｎｓ，ｅｙｅｓａｎｄｔａｉｌｓｏｆ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓ

分级 脑 眼睛 尾巴

０ 脑发育正常 色素发育正常，圆形 尾巴平直，末端微上弯

１ 脑轻度收缩 色素、眼睛形状或大小轻度异常 弯曲度＜９０℃

２ 脑中度收缩 色素、眼睛形状或大小中度异常 ９０℃≤弯曲度＜１８０℃

３ 脑严重收缩 外观上看不到眼睛 弯曲度≥１８０℃，蜷曲

１．５　数据统计

用ＳＰＳＳ１６．０进行数据的统计分析．以一个培养皿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．组间存活率、体长和畸形指数的差异用Ｔｕｋｅｙｔｅｓｔ进行分

析；发育阶段（ＮＦ）以中位数表示，用ＪｏｎｃｋｈｅｅｒｅＴｅｒｐｓｔｒａ检验组间数据差异性；用Ｏｒｉｇｉｎ

Ｐｒｏ８．０作图．

２　结果与讨论

２．１　视黄酸对胚胎存活和生长的影响

暴露２４，３６和４８ｈ后，各组胚胎的存活率均在９５％及以上．这表明在实验浓度下，视黄

酸对爪蟾胚胎没有明显的致死效应．２４ｈ后，２，１０和５０μｇ·Ｌ
－１暴露组胚胎的体长较对照

组分别减少２０％，３１％和３６％；３６ｈ后，各暴露组的体长依次减少２１％，２８％和４２％；４８ｈ

后，依次减少２１％，３５％和４２％．由此可见，视黄酸对爪蟾胚胎的生长有明显的抑制作用．

２．２　视黄酸对胚胎发育阶段的影响

与对照组相比，暴露组胚胎的发育明显受阻，主要表现为卵黄收缩不完全和各器官的发

育迟缓．２４ｈ后，２，１０和５０μｇ·Ｌ
－１暴露组胚胎的发育分别延缓２，４和５个阶段；３６ｈ后，

各暴露组依次延缓３，５和６个阶段；４８ｈ后，依次延缓４，７和１０个阶段．上述结果表明，视

黄酸对爪蟾胚胎的发育有明显的抑制作用，并随浓度的增加和时间的延长而加强．

２．３　视黄酸对胚胎的致畸效应

对照组胚胎的总畸形率低于５％，而暴露组畸形率均达到１００％．视黄酸对胚胎的存活

基本没有影响，却导致了极高的畸形发生率，由此可见，视黄酸是一种极强的致畸剂．这一结

果与对其他动物胚胎进行暴露的报道相符［１３］．

２４ｈ后，正常胚胎眼睛呈圆形，色素较深且均匀分布；唾液腺位于头腹侧，呈锥形，基部

黑色，顶端白色；尾短小且平直；鳍平展，无波形；体表色素刚开始出现，较淡（见图１Ａ）．与对
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照组相比，暴露组出现多种畸形现象，如前脑缩小、卵黄收缩不完全、眼睛色素减少以及脊椎

和尾巴弯曲等（见图１Ｂ－Ｆ）．随着视黄酸浓度的增高，胚胎脑部畸形更加严重，眼睛轮廓逐

渐消失，唾液腺变形、缩小，尾部也严重蜷曲至身体的一侧（见图１Ｄ－Ｆ）．

图１　视黄酸暴露２４ｈ后对热带爪蟾胚胎的致畸效应

Ｆｉｇ．１　Ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｌｌ狋狉犪狀狊ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ（ＲＡ）ｏｎ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏａｆｔｅｒ２４ｈｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ

注：Ａ　０．０５％乙醇对照组，Ｂ　２μｇ·Ｌ
－１ＲＡ，Ｃ和Ｄ　１０μｇ·Ｌ

－１ＲＡ，Ｅ和Ｆ　５０μｇ·Ｌ
－１ＲＡ，　标尺＝０．５ｍｍ；

ＡＥ　眼睛畸形，ＡＢ　脑部畸形，ｂ　脑，ＢＴ　尾巴弯曲，ｅ　眼睛，ｔ　尾，ＵＶ　卵黄收缩不完全

在所有畸形类型中，头部、眼睛和尾部的畸形现象最普遍，各暴露组中这些部位的畸形

率也都达到１００％，为便于区分各浓度组中各个部位的畸形程度，采用畸形指数来进行评

价．对照组脑畸形指数（ＢＴＩ），眼畸形指数（ＥＴＩ）和尾部畸形指数（ＴＴＩ）分别为１．１０，０．２９

和０．１８．２μｇ·Ｌ
－１暴露组ＢＴＩ（１．５０），ＥＴＩ（１．８６）和ＴＴＩ（１．１５）值明显升高；１０和５０μｇ·

Ｌ－１暴露组胚胎的ＢＴＩ（２．７６和２．９８）和ＥＴＩ（１．８６和２．８７）值进一步升高，而ＴＴＩ（１．３６和

１．２２）与２μｇ·Ｌ
－１相近（见图２）．

３６ｈ后，正常胚胎眼睛黑亮，体表黑色素斑点明显，尾部延长，鳍平展无波形（见图

３Ａ）．与对照组相比，暴露组继续出现脑缩小、眼睛色素减少和尾巴弯曲等现象 （见图

３Ｂ－Ｆ）．对照组各畸形指数均低于０．２，２μｇ·Ｌ
－１暴露组ＢＴＩ（１．５４），ＥＴＩ（１．５０）和ＴＴＩ

（１．８８）值明显升高；１０和５０μｇ·Ｌ
－１暴露组胚胎的ＢＴＩ（２．２９和２．９７）和ＥＴＩ（２．３８和

２．９０）值进一步升高，而ＴＴＩ（１．７５和１．７３）与２μｇ·Ｌ
－１相近（见图２）．

４８ｈ后，正常胚胎体表色素更加明显可见，主要分布在头顶和腹部两侧；尾巴约为体长

的２／３，末端微弯曲（见图４Ａ）．与对照组相比，暴露组畸形现象更加突出，除在２４ｈ和３６ｈ

观察到的畸形现象之外，还发现围心腔水肿和窄鳍现象（见图４Ｃ－Ｆ）．一些畸形严重的个

体，常包括多种常见的畸形类型．对照组各畸形指数均低于０．３，２μｇ·Ｌ
－１暴露组ＢＴＩ

（１．３８），ＥＴＩ（１．３８）和ＴＴＩ（１．６１）值明显升高；１０和５０μｇ·Ｌ
－１暴露组胚胎的ＢＴＩ（２．２１和

３．００）和ＥＴＩ（２．２１和２．９０）值进一步升高，而ＴＴＩ（２．０３和１．９４）与２μｇ·Ｌ
－１相近（见

图２）．
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图２　视黄酸对热带爪蟾胚胎脑畸形指数（ＢＴＩ）、眼畸形指数（ＥＴＩ）和尾部畸形指数（ＴＴＩ）的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｌｌ狋狉犪狀狊ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ（ＲＡ）ｏｎｂｒａｉｎｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｎｄｅｘ（ＢＴＩ），ｅｙｅｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃ

ｉｎｄｅｘ（ＥＴＩ）ａｎｄｔａｉｌｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｎｄｅｘ（ＴＴＩ）ｏｆ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓ

注：暴露组与对照组相比犘＜０．０１；犘＜０．００１

图３　视黄酸暴露３６ｈ后对热带爪蟾胚胎的致畸效应

Ｆｉｇ．３　Ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｌｌ狋狉犪狀狊ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ（ＲＡ）ｏｎ犡犲狀狅狆狌狊

狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓａｆｔｅｒ３６ｈｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ

注：Ａ　０．０５％乙醇对照组，Ｂ　２μｇ·Ｌ
－１ＲＡ，Ｃ和Ｄ　１０μｇ·Ｌ

－１ＲＡ，Ｅ和Ｆ　５０μｇ·Ｌ
－１ＲＡ，标尺＝０．５ｍｍ；

ＡＥ　眼睛畸形，ＡＢ　脑部畸形，ｂ　脑，ＢＴ　尾巴弯曲，ｅ　眼睛，ｔ　尾，ＵＶ　卵黄收缩不完全

８３１



第２期 曹庆珍，等：视黄酸对热带爪蟾胚胎致畸效应的表型特征

图４　视黄酸暴露４８ｈ后对热带爪蟾胚胎的致畸效应

Ｆｉｇ．４　Ｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｌｌ狋狉犪狀狊ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ（ＲＡ）ｏｎ犡犲狀狅狆狌狊

狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｅｍｂｒｙｏｓａｆｔｅｒ４８ｈｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ

注：Ａ　０．０５％乙醇对照组，Ｂ　２μｇ·Ｌ
－１ＲＡ，Ｃ和Ｄ　１０μｇ·Ｌ

－１ＲＡ，Ｅ和Ｆ　５０μｇ·Ｌ
－１ＲＡ，标尺＝０．５ｍｍ；

ＡＥ　眼睛畸形，ＡＢ　脑部畸形，ｂ　脑，ＢＴ　尾巴弯曲，ｅ　眼睛，ｆ　鳍，ｈ　心脏，ＮＦ　窄鳍，

ＰＥ　围心腔水肿，ｔ　尾，ＵＶ　卵黄收缩不完全

２．４　视黄酸对热带爪蟾胚胎致畸效应的表型特征及其应用

实验结果表明，视黄酸能引起热带爪蟾胚胎的多种畸形现象，并表现出一定的空间、时

间和量效特征．从部位上看，脑、眼和尾等器官的畸形尤为普遍；从暴露时间上看，脑和眼部

的畸形２４，３６和４８ｈ之间无明显变化，而４８ｈ后尾部的畸形相对于２４ｈ有明显的升高．这

表明脑和眼部畸形的诱导主要发生在暴露的前２４小时内，这与该阶段正处于神经分化期有

密切关系．而尾部的畸形在４８ｈ继续升高的原因可能是尾部的延展主要发生在暴露的２４ｈ

之后，并且尾巴越长，越容易发生弯曲；从暴露浓度上看，随着视黄酸浓度的增高，胚胎脑部

收缩更加严重，眼睛轮廓逐渐消失，５０μｇ·Ｌ
－１暴露组胚胎的眼睛几乎没有，脑和眼部的畸

形表现出较好的量效关系，而尾部畸形的量效特征不明显．

Ｋｒａｆｔ等
［８］研究发现，５０～２０００μｇ·Ｌ

－１的９顺视黄酸（９犮犻狊ＲＡ）和全反式视黄酸可

直接导致非洲爪蟾胚胎头、眼和心脏的畸形．本实验结果表明，视黄酸在更低浓度下可以导

致热带胚胎严重的畸形现象．这表明热带爪蟾对视黄酸更敏感，更适合于作为研究视黄酸信

号干扰物的动物模型．

目前，ＦＥＴＡＸ实验主要通过统计胚胎的存活率、生长率和畸形率等３项指标来评价受

测试化学品的致畸性．本文采用了２４，３６和４８ｈ３个暴露时间段，并采用畸形指数的方法，

对主要的畸形表型进行分类统计，以获取更为详细的畸形变化数据．Ｍｉｎｕｃｃｉ等
［９］研究表

明，将发育到囊胚后期（ＮＦ９．５）的非洲爪蟾胚胎暴露于１０μｍｏｌ／Ｌ的９顺视黄酸和全反式

视黄酸中４５ｍｉｎ后，能引起胚胎头部和眼睛发育异常，而对其他部位产生的畸形现象很少．

这说明在不同暴露时间窗内，胚胎的畸形变化不同，畸形的表型特征在一定程度上反映了受

测试化学品对胚胎作用的靶器官．因此，本文通过对ＦＥＴＡＸ实验方案进行改进，获得了更

丰富的畸形图谱，这将有助于分析污染物可能的毒作用机制．
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Ｇｕｏ等
［１１］的研究表明，环境浓度的三丁基锡能引起热带爪蟾胚胎眼睛色素减少、围心

腔水肿、泄殖腔拉长和尾鳍变窄等畸形现象．三丁基锡与视黄醇类受体（ＲＸＲ）具有较强的

结合能力［１４］，并通过这种结合引起海产腹足类的性畸变现象［１５］．在两栖类中，ＲＸＲ能与视

黄酸受体（ＲＡＲ）或甲状腺激素核受体（ＴＲ）结合形成二聚体，即ＲＸＲＲＡＲ或ＲＸＲＴＲ．

Ｇｕｏ等
［１１］认为，三丁基锡可能与ＲＸＲ结合，从而干扰视黄酸或甲状腺信号通路，导致胚胎

的畸形．将本文视黄酸的畸形特征表型与三丁基锡的相对比，发现二者引起胚胎脑和眼的畸

形特征较一致，而心脏、泄殖腔、鳍和尾等部位的畸形特征则有较大差别．将三丁基锡导致的

胚胎畸形特征与一种典型的甲状腺激素干扰物四溴双酚Ａ 的相对比
［１６］，则发现二者引起

的主要畸形类型和变化特征十分相似．在今后的工作中，需要在表型特征图谱的基础上增加

分子指标，分析其对相关受体基因及调控基因的表达是否受影响，以揭示污染物的致畸

机制．

３　结　　论

ＦＥＴＡＸ实验是将发育期处于ＮＦ８－１１阶段的爪蟾胚胎置于受试液中暴露４ｄ，通过

检测胚胎死亡率、畸形率和致畸指数等指标来评价化学品的发育毒性．本文通过改进ＦＥ

ＴＡＸ实验方案获取了丰富的胚胎畸形表型特征图谱，表明了视黄酸对热带爪蟾胚胎具有较

强的致畸作用，相对于非洲爪蟾胚胎而言，热带爪蟾胚胎对视黄酸更敏感．实例分析也表明，

视黄酸畸形图谱在三丁基锡致畸机制的研究中有重要的参考价值．本文为今后建立基于致

畸机制的发育毒性检测方法奠定了良好的基础．
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