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纳米氧化铝对斑马鱼幼鱼的神经毒性及
mTOR 基因的作用
陈金，范蓉，张萍，尚楠，贺凯宏，葛翠翠，张玲，牛侨，张勤丽

山西医科大学公共卫生学院劳动卫生教研室，山西  太原  030001

摘要 ：

[ 背景 ]　纳米氧化铝（AlNPs）由于其独特的理化特性，在光电子学、颜料、催化剂和制陶业等
领域有着广泛的应用。在生产过程中 AINPs 可能通过生产制造、加工和废料排放等途径直接
或间接地进入环境中，然而现有的毒理学信息不足以评估 AlNPs 对水生生物、职业暴露人群
及公众的潜在风险。

[ 目的 ]　本研究旨在探讨 AlNPs 对斑马鱼幼鱼的神经毒作用及特异性敲低 mTOR 基因对斑马
鱼幼鱼的毒作用。

[ 方法 ]　斑马鱼胚胎在受精后 6 h 分别暴露于 6.25、12.5、25.0、50.0、100 mg/L 的 AlNPs 悬浊
液，各组均为 60 颗受精卵。检测幼鱼相应的运动行为学指标，包括 ：在黑暗状态下的运动
能力、趋触反应、光照惊恐反应和黑暗逃避反应 ；检测氧化应激指标，包括 ：超氧化物歧
化酶活性、乳酸脱氢酶活性 ；检测幼鱼 mTOR 和 Beclin1 基因表达变化。另设置空白对照
组、阴性对照组、AlNPs 组、mTOR 敲低组及 mTOR 敲低 +AlNPs 组，在斑马鱼受精卵受精后
的 20~60 min 内，暴露于 100 mg/L AlNPs 悬浊液，并在显微镜下注射反义寡核苷酸特异性敲
低 mTOR 基因，在受精后第 6 天检测幼鱼的运动行为学改变。

[ 结果 ]　随着 AlNPs 暴露剂量逐渐加大，斑马鱼在黑暗状态下的自发运动速率呈现逐渐减慢
的趋势，在 100 mg/L 时运动速率低于对照组（P=0.003）。25、50、100 mg/L AlNPs 组斑马鱼幼
鱼趋触反应明显降低（P < 0.05）。在 50、100 mg/L 时斑马鱼幼鱼光照惊恐反应能力降低（P < 

0.05）。在 25、50、100 mg/L 时斑马鱼幼鱼黑暗逃避反应能力降低（P < 0.001）。各暴露组超氧
化物歧化酶活性均降低（P < 0.001）；12.5 mg/L 及以上组的乳酸脱氢酶活性均降低（P < 0.05）。
25、50、100 mg/L AlNPs 组 mTOR 基因表达均降低（P < 0.05），100 mg/L AlNPs 组 Beclin1 基因表
达升高（P=0.003）。与 AlNPs 组相比，mTOR 敲低 +AlNPs 组斑马鱼光照惊恐反应和黑暗逃避反
应能力降低（均 P < 0.05）。

[ 结论 ]　斑马鱼胚胎及幼鱼暴露 AINPs 可能导致幼鱼运动行为学改变，导致幼鱼产生氧化应
激，其机制可能与 mTOR 基因的表达降低有关。特异性敲低 mTOR 基因表达使得 AINPs 对斑
马鱼幼鱼毒性增强。

关键词 ：纳米氧化铝 ；mTOR ；神经毒性 ；氧化应激 ；基因改变 ；斑马鱼

Al2O3 nanoparticles induced neurotoxicity and role of mTOR gene in zebrafish larvae   CHEN 
Jin, FAN Rong, ZHANG Ping, SHANG Nan, HE Kai-hong, GE Cui-cui, ZHANG Ling, NIU Qiao, ZHANG 
Qin-li (Department of Occupational Medicine, School of Public Health, Shanxi Medical University, 
Taiyuan, Shanxi 030001, China)
Abstract: 

[Background] Al2O3 nanoparticles (AlNPs) are widely used in optoelectronics, pigments, catalysts, 
and ceramic industry because of its unique physical and chemical properties. AlNPs can be released 
into the environment directly or indirectly during processes such as product manufacturing, 
processing, and waste discharge. However, available toxicological information is insufficient to 
assess the potential risks of AlNPs to aquatic organisms, occupationally exposed populations, and 
the public. 

[Objective] We aims to explore the neurotoxicity of AlNPs on zebrafish larvae and the role of 
specifically knocked down mTOR gene in the relevant toxic effects.

[Methods] Zebrafish embryos were exposed to 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, and 100 mg/L AlNPs at 6 
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hours post-fertilization, with 60 fertilized eggs in each dose group. The testing indicators of larvae included motor behavioral indicators 
(locomotor activity in darkness, thigmotaxis, light-evoked startle response, and darkness-evoked escape response), oxidative stress 
indicators (superoxide dismutase activity and lactate dehydrogenase activity), and mTOR and Beclin1 mRNA expression changes. Another 
batch of embryos were divided into blank control group, negative control group, AINPs group, mTOR knockdown group, and mTOR 
knockdown+AINPs group. In 20-60 min after fertilization, the zebrafish eggs were exposed to 100 mg/L AlNPs and were injected with 
antisense oligonucleotides to specifically knock down mTOR gene under the microscope. The behavioral changes of larvae were detected 
on the 6th day after fertilization.

[Results] With increasing exposure dose of AINPs, the spontaneous movement velocity of zebrafish in darkness gradually decreased. The 
velocity in the 100 mg/L group was lower than that in the control group (P=0.003). Thigmotaxis was significantly lower in the 25, 50, and 
100 mg/L AlNPs groups (P < 0.05). Light-evoked startle response was attenuated in the 50 and 100 mg/L groups (P < 0.05). Darkness-evoked 
escape response was attenuated in the 25, 50, and 100 mg/L groups (P < 0.001). The activity of superoxide dismutase was decreased in 
each exposed group (P < 0.001); the activity of lactate dehydrogenase was decreased in the groups exposed to AlNPs greater than or equal 
to 12.5 mg/L (P < 0.05). The expression of mTOR gene was down-regulated in the 25, 50, and 100 mg/L groups of AlNPs (P < 0.05), and the 
expression of Beclin1 gene was up-regulated in the 100 mg/L concentration group (P=0.003). The mTOR knockdown+AINPs group’s 
zebrafish light-evoked startle response and darkness-evoked escape response were attenuated compared with the AINPs group (Ps < 0.05).

[Conclusion] Exposure to AlNPs during embryo and larvae development may cause changes in motor behavior and oxidative stress in 
zebrafish larvae, which may be related to decreased expression of mTOR gene. Specific knockdown of mTOR gene could enhance the toxic 
effect of AlNPs on zebrafish larvae. 

Keywords: aluminum nanoparticles; mTOR; embryo developmental toxicity; oxidative stress; genetic alteration; zebrafish 

随 着 纳 米 粒 子 技 术 的 发 展，纳 米 技 术 正 朝 着
大规模生产和应用的方向发展，纳米氧化铝 （Al2O3 

nanoparticles，AlNPs）由于其独特的理化特性，在光
电子学、颜料、催化剂和制陶业等领域有着广泛的应
用。在生产过程中 AINPs 可能通过生产制造、加工和
废料排放等途径直接或间接地进入环境，然而现有的
毒理学信息不足以评估 AlNPs 对水生生物、职业暴露
人群及公众的潜在风险。研究提示，AlNPs 可对水体
中许多藻类产生毒作用［1-2］。AlNPs 的神经毒性具有粒
径依赖性，与微米氧化铝相比，AINPs 可以引起大鼠
脑组织更严重的氧化应激反应［3］。13 nm 粒径的 AINPs

可以引起雄性大鼠的脑、肝和肾组织损伤，氧化应激
的改变是其主要的发生机制［4］。AINPs 还可以引起雄
性小鼠抑郁样行为［5］、与慢性阻塞性肺疾病有关的肺
脏毒性［6-7］，及促进 ICR 雄性小鼠脑中淀粉样蛋白沉
积［8］。AlNPs 可对雄性小鼠生殖系统产生损伤［9］。50 nm

的 AlNPs 会对斑马鱼幼鱼早期的运动行为产生毒作
用［10］。与 50 nm 粒径的 AlNPs 相比，13 nm 的 AlNPs 遗
传毒作用更强［11］。

AINPs 对幼鼠神经发育以及记忆能力有一定毒作
用，且纳米粒径越小毒作用越大［12］，对大鼠可引起神
经元发生自噬以及线粒体损伤［13］，对小鼠可引起线
粒体功能损伤、氧化应激、神经退行性变［14］。mTOR

对于神经细胞自噬起关键作用，主要通过调控凋亡和
自噬通路来影响神经细胞发育［15］。本课题组前期研
究提示 50 nm 粒径的 AlNPs 可导致斑马鱼体内 mTOR、

ULK1、Beclin1 等多种自噬相关基因改变，其中 mTOR

基因表达降低可能起着关键作用［16］，但其毒性机制
尚不清楚。为进一步阐明 AINPs 的毒作用机制，本研
究采用行为学、氧化应激、基因改变及基因敲低相结
合的方法，从而研究 AINPs 的毒性。

1   材料与方法
1.1   试剂与仪器 

产卵的亲代成年 TU 野生型斑马鱼（中国科学院
水生生物研究所国家斑马鱼资源中心，中国），13 nm 

粒径 AlNPs（Sigma，美国）。SYBR Green PCR 试剂盒（大
连宝生物，中国），反转录试剂盒（康为世纪，中国），
乳 酸 脱 氢 酶（lactate dehydrogenase，LDH）测 定 试 剂
盒（南京建成，中国），超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）检测试剂盒（凯基生物，中国），蛋
白定量试剂盒（康为世纪，中国），反义寡核苷酸吗啉
基（morpholino，GENE TOOLS，美国）。

SB25-12DTDN 超声波清洗机（宁波新芝生物，中
国），QuantStudio 3 实时荧光定量 PCR 仪（ABI，美国），
透射电子显微镜（JEM-100CX，日本），nano-ZS90 纳米
粒度仪（Malvern Panalytical，英国），Image-pro plus 图
像分析软件（Media Cybernetics，美国），EthoVison XT

动 物 运 动 跟 踪 系 统（Noldus Information Technology，
荷兰），DanioVision 斑马鱼行为轨迹跟踪系统（Noldus 

Information Technology，荷兰），BioSpectrometer 分光
光度计（Eppendorf，德国），ZXSR-1090 真彩触摸屏生
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化培养箱（上海智城，中国）。
1.2   AINPs 悬浊液的制备

AINPs 常温下为白色粉末状固体，不溶于水，表面
积为 85~115 m2/g，熔点为 2 040℃，初沸点为 2 980℃，
相对分子质量为 101.96，pH 为 4.5~5.5，纯度为 99.8%。
将 AINPs 溶 于 斑 马 鱼 胚 胎 培 养 液（5 mmol/L NaCl、
0.17 mmol/L KCl、0.33 mmol/L CaCl2 和 0.33 mmol/L 

MgSO4•7H2O，pH 为 7.2），悬浊液经过 30 min 超声混匀
后，吸取 10 μL 滴到有炭膜的铜网上，待铜网干燥后，
在透射电镜（transmission electron microscope，TEM）
下观察粒子分散情况，加速电压为 80 kV。用图像分析
软件对 AINPs 悬浊液的 TEM 结果分析平均粒径 ；在
25℃左右，用纳米粒度仪检测超声混匀的 AINPs 悬浊
液的 Zeta 电位。
1.3   神经毒性实验
1.3.1   分组及染毒   AlNPs 毒性测定包括 5 个剂量组

（6.25、12.5、25.0、50.0、100 mg/L）和 1 个对照组。实
验组在胚胎受精 6 h 后（6 hour post-fertilization，6 hpf）
暴露于不同浓度的 AlNPs 悬浊液，每组 60 颗受精卵，
并每天更换 AINPs 悬浊液 ；对照组只加入斑马鱼胚
胎培养液，实验在 28.5℃的培养箱中进行，并给予
14/10 h 光 / 暗循环。
1.3.2   行为分析   在斑马鱼幼鱼 144 hpf 后进行行为学
分析实验，用动物运动跟踪软件分析幼鱼游动视频。
通过软件以每秒 25 帧的跟踪速率从视频量化鱼类运
动参数，包括平均速率、总移动距离和实验设定的
24 微孔板外圈活动累积时间百分比等。实验的 24 微
孔板模型设置如图 1 所示，斑马鱼幼鱼可以在每个
孔中自由游动，其游动轨迹被箱体内的摄像机记录
并传入计算机，由 DanioVision 软件记录并分析。光
照条件设置 ：首先 3 min 黑暗（0 lux），然后 1 min 光
照 （100 lux），最后再 3 min 黑暗期（0 lux）。

斑马鱼幼鱼趋触性反应能力用幼鱼在 24 微孔板
中每一个小孔中观察区外圈的累积持续时间百分比
表示 ；斑马鱼在黑暗状态的平均速率与光照 1 min 的
平均速率之差，为光照惊恐反应的速度变化 ；斑马鱼
在光照状态的平均速率与转入黑暗状态 1 min 的平均
速率之差的相反数，为黑暗逃避反应速度变化。
1.3.3   生化分析   收集 144hpf 的斑马鱼幼鱼并制备幼
鱼匀浆液，严格按照 SOD、LDH 和 BCA 蛋白定量试剂
盒的说明书操作，测定其组织 SOD 和 LDH 的活性，并
重复测定 3 次。

 

图 1   斑马鱼幼鱼行为实验的时间示意图
Figure 1   Schematic diagram of the behavioral experimental 

design of zebrafish larvae

1.3.4   RNA 分离和实时荧光定量 PCR 检测   提取斑马
鱼幼鱼体内 mRNA，用反转录试剂盒反转录成 cDNA。
使 用 SYBR Green PCR 试 剂 盒 进 行 定 量 PCR，并 使 用
QuantStudio 3 实 时 荧 光 定 量 PCR 仪 进 行 分 析。通
过 2-ΔΔCt 方 法［17］分 析 测 试 基 因 的 倍 数 变 化。mTOR、
Beclin1 和 actin 的 引 物 序 列 如 下 ：actin 正 向 引 物
5’-CGGGTGGATTTGACACTTT-3’，反 向 引 物 5’-CTCCCTG

AGTCTGGGTCGTC-3’ ；Beclin1 正向引物 5’-GCTCTGCTCC

GTTAGTGA-3’，反向引物 5’-GAGCCACGCCATCTTGTTTG-3’ ；
mTOR 正 向 引 物 5’-GAAGGTGGAAGTGTTTGAGC-3’，反
向引物 5’-TAGCGAGCGTGTGTAGTTG-3’。
1.4   mTOR 基因敲低实验
1.4.1   分组及染毒   将收集到的 20 min 内的斑马鱼
受精卵洗净后，选取颗粒饱满的受精卵放于培养皿
中，并在受精后 20~60 min 内，特异性敲低 mTOR 基
因。实验共分为 5 组，每组 100 颗斑马鱼受精卵。空
白 对 照 组，只 加 入 斑 马 鱼 胚 胎 培 养 液 ；阴 性 对 照
组，每 颗 受 精 卵 在 显 微 镜 下 注 射 8 μg/μL 的 反 义 寡
核 苷 酸 morpholino 阴 性 对 照 样 品（5’-CCTCTTACCTCA 

GACAATTTATA-3’）500 pL ；mTOR 敲 低 组，每 颗 受 精
卵 在 显 微 镜 下 注 射 8 μg/μL 的 mTOR 基 因 敲 低 样 品 

（5’-CAGCGGAGATGCAGATCTCAGTA-3’） 500 pL ；AINPs

组，加入用斑马鱼胚胎培养液配制好的 100 mg/L 的
AINPs 悬浊液 ；mTOR 敲低 +AINPs 组，每颗受精卵在
显微镜下注射 8 μg/μL 的 morpholino mTOR 基因敲低样
品 500 pL，并加入 100 mg/L 的 AINPs 悬浊液。每天更换
新制备的培养液。
1.4.2   行为分析及基因检测   144 hpf 时，对斑马鱼幼
鱼进行游动行为和基因改变分析，方法见 “1.3.2” 及
“1.3.4”。
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［注］与对照组比较，* ：P < 0.05 ；*** ：P < 0.001。
［Note］Compared with the control group, *: P < 0.05; ***: P < 0.001.

图 3   暴露于不同浓度 AINPs 的斑马鱼在黑暗状态下的运动
速率（A）及趋触反应（B）（n=24）

Figure 3   The velocity of movement in darkness (A) and thigmotaxis (B) 
of zebrafish exposed to designed concentrations of AlNPs

斑 马 鱼 胚 胎 受 精 144 h 后，测 得 光 照 惊 恐 反 应
如图 4A 所示，各组间差异有统计学意义（F=2.383，
P=0.041）。与 对 照 组 比 较，AINPs 在 50、100 mg/L 时，
幼鱼对光照反应能力降低（P < 0.05）。黑暗逃避反应如
图 4B 所示，各组间差异有统计学意义（F=16.780，P < 

0.001）。与对照组比较，AINPs 大于等于 25 mg/L 时，
幼鱼对黑暗逃避能力降低（P < 0.001）。

［注］与对照组比较，* ：P < 0.05 ；*** ：P < 0.001。
［Note］Compared with the control group, *: P < 0.05; ***: P < 0.001.

图 4   暴露于不同浓度 AINPs 的斑马鱼的光照惊恐反应（A）
及黑暗逃避反应（B）（n=24）

Figure 4   The light-evoked startle response (A) and
darkness-evoked escape response (B) of zebrafish

exposed to designed concentrations of AlNPs

2.2.3   氧化应激及基因改变   斑马鱼幼鱼的 SOD 活性
如图 5A 所示，各组间幼鱼 SOD 活性差异有统计学意
义（F=93.910，P < 0.001）。与对照组相比，各暴露组
斑马鱼幼鱼体内 SOD 活性均降低（P < 0.001）。LDH 活
性见图 5B，各组间幼鱼 LDH 活性差异有统计学意义

（F=53.208，P < 0.001），AINPs ≥ 12.5 mg/L 时 LDH 活 性 均
降低（P < 0.05）。荧光定量 PCR 测定结果显示，各组
间幼鱼 mTOR 基因表达差异有统计学意义（F=3.518，
P=0.034）。与对照组相比，AINPs ≥ 25 mg/L 时 mTOR 基
因表达均降低（P < 0.05），且在 100 mg/L 时，mTOR 基

1.5   统计学分析
采用统计分析软件 SPSS 17.0 对数据进行分析，计

量数据描述采用 x±s 表示。正态性检验采用 Shapiro-

Wilk 检验，方差齐性检验采用 Levene 检验。组间差异
比较采用单因素方差分析结合 LSD-t 检验，不满足正态
或方差不齐采用秩检验。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   AINPs 的表征

AINPs 悬 浊 液 经 过 30 min 超 声 混 匀 后 的 TEM 结
果如图 2 所示，悬浊液中的 AINPs 颗粒呈现出多边形
形态并且没有明显聚集。用图像分析软件对 AINPs

悬浊液的 TEM 结果进行分析，结果显示其平均粒径
为（20.9±9.5）nm，用纳米粒度仪检测其 Zeta 电位为

（49.4±2.2）mv。

               

图 2   TEM 观察 AINPs 悬浊液经超声处理后的分散情况
（×120 000）

Figure 2   TEM observation of dispersion of AlNPs suspension
after sonication

2.2   AINPs 对斑马鱼胚胎的神经毒性
2.2.1   一般毒作用   将近 90% 的斑马鱼胚胎在 72 hpf

后孵化出幼鱼，各剂量组的累积孵化率与对照组相比
差异无统计学意义。暴露于不同剂量 AINPs 至 144 hpf

时斑马鱼幼鱼的存活率与对照组相比差异无统计学
意义。
2.2.2   行为学变化   暴露于不同剂量 AINPs 的斑马鱼
在黑暗状态下的运动能力见图 3A 所示，各组差异有
统 计 学 意 义（F=4.985，P=0.003）。随 AINPs 质 量 浓 度
的增大，染毒组呈现出运动速率逐渐降低的趋势，在
100 mg/L 时速率低于对照组（P=0.003）。黑暗状态下
趋触反应如图 3B 所示，各组间差异有统计学意义

（F=2.900，P=0.016）。与对照组相比，AINPs 大于等于
25 mg/L 时，染毒组趋触反应能力降低（P < 0.05）。

A B

A B
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因表达下调 42.97%。各组间幼鱼 Beclin1 基因表达差异
有统计学意义（F=4.504，P=0.015），AINPs 在 100 mg/L

时其表达升高（P < 0.05）。见图 6。

［注］与对照组比较，* ：P < 0.05 ；*** ：P < 0.001。
［Note］Compared with the control group, *: P < 0.05; ***: P < 0.001.

图 5   暴露于不同浓度 AINPs 的斑马鱼幼鱼体内的 SOD
活性（A）和 LDH 活性（B）（n=6）

Figure 5   SOD activity (A) and LDH activity (B) in zebrafish larvae 
exposed to designed concentrations of AlNPs

 

［注］* ：与对照组比较，P < 0.05。
［Note］*: Compared with the control group, P < 0.05.

图 6   暴露于不同浓度 AINPs 的斑马鱼幼鱼体内mTOR 和
Beclin1 基因表达情况（n=6）

Figure 6   The expression of mTOR and Beclin1 genes in zebrafish 
larvae exposed to designed concentrations of AlNPs

2.3   mTOR 基因敲低
2.3.1   mTOR 基因敲低效果   mTOR 基因敲低后 ：与阴
性对照组相比，mTOR 基因敲低组幼鱼体内 mTOR 基
因表达下调 31.97%（P < 0.001）；与正常对照组相比，
幼鱼体内 mTOR 基因表达下调 39.07%（P < 0.001）。
2.3.2   mTOR 敲 低 后 行 为 学 改 变   mTOR 基 因 敲 低
后，各 组 间 斑 马 鱼 胚 胎 孵 化 率 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=2.776，P=0.036）。mTOR 敲低 +AINPs 组存活率低于
空白对照组、阴性对照组及 AlNPs 组（P < 0.001）。

斑马鱼黑暗状态下的运动能力如图 7A 所示，各组
间差异有统计学意义（F=7.139，P < 0.001）。与阴性对
照组、空白对照组比较，AlNPs 组和 mTOR 敲低 +AINPs

组黑暗状态下运动能力均降低（P < 0.001）；mTOR 敲
低 +AlNPs 组 与 AlNPs 组 比 较，差 异 无 统 计 学 意 义。

趋触反应改变如图 7B 所示，各组间差异有统计学意
义（F=3.721，P=0.007）。与阴性对照组、空白对照组
比较，mTOR 敲低组、AINPs 组和 mTOR 敲低 +AINPs 组
趋触反应均降低（P < 0.05）；mTOR 敲低 +AlNPs 组与
AlNPs 组比较，差异无统计学意义。

［注］与阴性对照组比较，* ：P < 0.05 ；*** ：P < 0.001。与空白对照组
比较，# ：P < 0.05 ；### ：P < 0.001。1 组 ：空白对照 ；2 组 ：阴性
对照 ；3 组 ：mTOR 敲低 ；4 组 ：AlNPs ；5 组 ：mTOR 敲低 +AlNPs。

［Note］Compared with the negative control group, *: P < 0.05; ***: P < 0.001. 
Compared with the blank control group, #: P < 0.05; ###: P < 0.001. 

1 group: Blank control; 2 group: Negative control; 3 group: mTOR 

knockdown; 4 group: AlNPs; 5 group: mTOR knockdown+AlNPs.

图 7   mTOR 基因敲低后斑马鱼幼鱼在黑暗状态下的运动能力
（A）及趋触反应能力（B）（n=24）

Figure 7   The velocity of movement in darkness (A) and 
thigmotaxis (B) of zebrafish larvae after mTOR knock down

光照惊恐反应能力（图 8A）和黑暗逃避反应能力
（图 8B）比较结果显示，各实验组间差异均有统计学

意义（F=7.422 和 6.745，均 P < 0.001）。光照惊恐反应能
力 ：与阴性对照、空白对照组比较，mTOR 敲低组和
mTOR 敲低 +AINPs 组均降低（P < 0.05）；与 AlNPs 组比

A B

A B

A B

［注］与阴性对照组比较，* ：P < 0.05 ；*** ：P < 0.001。与空白对照组比
较，# ：P < 0.05 ；### ：P < 0.001。□ ：与 AINPs 组比较，P < 0.05。1 组 ：
空白对照 ；2 组 ：阴性对照 ；3 组 ：mTOR 敲低 ；4 组 ：AlNPs ；5 组 ：
mTOR 敲低 +AlNPs。

［Note］Compared with the negative control group, *: P < 0.05; ***: P < 

0.001. Compared with the blank control group, #: P < 0.05; ###: P < 

0.001. □ : Compared with the AINPs group, P < 0.05. 1 group: Blank 

control; 2 group: Negative control; 3 group: mTOR knockdown; 4 

group: AlNPs; 5 group: mTOR knockdown+AlNPs.

图 8   mTOR 基因敲低后斑马鱼幼鱼的光照惊恐反应（A）和黑
暗逃避反应（B）（n=24）

Figure 8   Thie light-evoked startle response (A) and
darkness-evoked escape response (B) of zebrafish larvae

after mTOR gene knockdown
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较，mTOR 敲低 +AlNPs 组降低（P < 0.05）。黑暗逃避反
应能力 ：与阴性对照、空白对照组比较，mTOR 敲低
组、AINPs 组和 mTOR 敲低 +AINPs 组均降低（P < 0.05）；
与 AlNPs 组比较，mTOR 敲低 +AlNPs 组存活率降低（P < 

0.001）。

3   讨论
斑马鱼具有饲养成本低、繁殖周期短、体外受精

且胚胎透明等优点，斑马鱼胚胎在研究纳米毒物的发
育毒性、氧化应激等方面都较为理想［18］。本研究用斑
马鱼胚胎暴露于不同剂量的 AINPs，以阐明 AINPs 毒性
的剂量反应关系及确定可能的毒性机制。不同种类的
纳米金属颗粒对斑马鱼及其胚胎有不同程度的毒性。
例如纳米二氧化钛可导致斑马鱼胚胎孵化时间改变
及孵化率降低［19-20］。本研究发现，暴露于 AlNPs 后，大
多数斑马鱼胚胎在 48~60 hpf 之间孵化，其孵化时间
和孵化率方面均没有明显影响，提示斑马鱼胚胎时期
暴露于 AlNPs 所产生的毒作用具有一定的隐匿性，仅
通过孵化时间和孵化率指标不容易发现。

本研究发现，斑马鱼幼鱼在黑暗状态下的运动
速率随 AINPs 剂量的增大呈现逐渐降低的趋势，说明
AlNPs 对斑马鱼幼鱼具有剂量依赖性毒性，斑马鱼首
先产生低剂量兴奋效应，然后再随着剂量加大毒性效
应逐渐增加。据文献报道，斑马鱼胚胎受精后 96 h 将
幼鱼暴露于纳米铜和纳米银颗粒 4 h 能降低斑马鱼的
趋触性反应［21］，趋触性可反映幼鱼的紧张程度［22］。
本研究发现，随着 AINPs 剂量的增加，斑马鱼幼鱼趋
触性反应明显降低。怀疑 AINPs 暴露导致幼鱼紧张度
下降和对幼鱼神经系统有一定毒性。

本研究发现，50、100 mg/L AINPs 暴露导致幼鱼
由黑暗状态突然转向光照状态后表现出游动速率变
慢，提示幼鱼光照惊恐反应能力受损。幼鱼在由光照
状态突然转向黑暗状态时，25、50、100 mg/L AINPs 暴
露导致幼鱼游动速率变慢，提示幼鱼黑暗逃避反应降
低。幼鱼对强光和黑暗的反应能力主要受中枢神经系
统支配，提示 AINPs 可能对中枢神经产生毒作用，从
而导致幼鱼对光照和黑暗反应的能力下降。

据文献报道，纳米 TiO2 可导致斑马鱼幼鱼神经系
统损坏［23］，产生活性氧及下丘脑细胞死亡［24］。本研
究发现 AINPs 暴露的斑马鱼幼鱼体内 SOD 和 LDH 活性
均降低，说明 AINPs 颗粒暴露可能引起氧化应激，导
致炎症反应。mTOR 基因主要通过调控凋亡和自噬通

路来影响神经细胞发育［15］。AINPs 导致神经细胞损伤
的方式主要为引发神经细胞自噬。检测发现 25、50、
100 mg/L AINPs 暴露组幼鱼体内 mTOR 基因表达降低，
从而可导致神经细胞受损。Beclin1 基因是引发细胞
自噬的关键基因，本研究发现暴露 AlNPs 可导致斑马
鱼幼鱼体内自噬基因 Beclin1 的表达上调及产生幼鱼
神经行为毒作用，提示斑马鱼体内神经细胞可能发生
自噬从而导致幼鱼表现出运动神经行为受损。通过特
异性敲低斑马鱼胚胎 mTOR 基因使得 AINPs 对斑马鱼
幼鱼毒性增强，说明 mTOR 基因可能在 AINPs 致斑马
鱼幼鱼毒作用的机制中起着重要的作用。本研究提示
mTOR 基因表达降低可能导致神经细胞自噬的发生，
从而导致幼鱼行为学改变。

综上所述，斑马鱼胚胎和幼鱼早期阶段是斑马鱼
发育的重要阶段，对于研究 AlNPs 的神经毒性及胚胎
发育毒性斑马鱼相对于其他哺乳动物有较多的优势，
如繁殖周期短、单次产卵多和饲养成本低等。斑马鱼
早期胚胎及幼鱼透明的特性，对于直接观察斑马鱼的
各器官形态发育也有一定优势。本研究发现 AINPs 可
能导致斑马鱼发育毒性，诱导氧化应激，并可能导致
一些重要的基因表达发生改变。但是本研究对斑马鱼
运动行为学检测指标不够全面，对 AINPs 是怎样导致
斑马鱼氧化损伤和基因改变的研究还不够深入，对于
mTOR 基因表达降低的具体机制也需要进一步研究，
因此 AINPs 对斑马鱼的神经毒性机制仍待进一步研究。
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