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摘要：为探讨有机磷酸酯阻燃剂磷酸三(1-氯-2-丙基)酯(TCPP)和间苯二酚双(二苯基)磷酸酯(RDP)对水生生物的内分泌干扰机制及性别差异化响应,

以斑马鱼成鱼为模式生物,开展浓度分别为 96h-LC50 的 1%(400 µg/L)和 1‰(40 µg/L)的暴露实验.结果表明: TCPP和 RDP暴露对斑马鱼雌/雄个体的肥

满度、脑体指数和性腺体指数均未引发显著变化,但乙酰胆碱酯酶活性在所有暴露组均显著下降(7.80%~31.31%, P<0.01),其中雌鱼对 TCPP的响应更为

敏感.同时,各暴露组斑马鱼丙二醛水平升高(34.37%~166.25%),谷胱甘肽含量下降(29.51%~58.64%),显示 TCPP 和 RDP 均诱导了氧化应激反应.进一步

研究发现,TCPP和 RDP暴露显著扰动斑马鱼下丘脑-垂体-甲状腺轴(HPT)功能,导致甲状腺激素三碘甲状腺原氨酸水平下降、甲状腺素水平升高,且雌

鱼受影响更为显著(P<0.01, P<0.05).基因表达分析显示,TCPP和 RDP显著抑制雌鱼体内 HPT轴相关基因 crh和 tshβ的表达(P<0.05),而雄鱼相关基因

未见明显变化,进一步证实两种 OPEs 对 HPT 轴的干扰存在性别依赖性.此外,TCPP 和 RDP 暴露干扰雌/雄斑马鱼性激素水平,其中雄鱼体内睾酮(T)水

平显著升高,雌二醇(E2)水平显著降低(P<0.001),同时下丘脑-垂体-性腺轴(HPG)关键基因表达也受到影响,其中 cyp19ala下调,抑制 T向 E2的转化,导致

E2水平降低,影响雄鱼的精子生成及运动能力.综上,TCPP和 RDP暴露均可通过 HPT轴和 HPG轴引发显著的内分泌干扰,且干扰具有明显的性别依赖

性.本研究强调在环境污染物生态毒性评价中系统考虑性别差异的重要性. 
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Abstract：To elucidate the endocrine-disrupting mechanisms and sex-dependent responses of organophosphate flame retardants 

(OPEs), tris(1-chloro-2-propyl) phosphate (TCPP) and resorcinol bis(diphenyl) phosphate (RDP), adult zebrafish (Danio rerio) were 

employed as a model organism. Exposure experiments were conducted at two concentrations corresponding to 1% (400 µg/L) and 

1‰ (40 µg/L) of the 96h median lethal concentration (LC50). The results showed that neither TCPP nor RDP exposure caused 

significant changes in body condition factor, brain somatic index (BSI), or gonad somatic index (GSI) in either female or male 

zebrafish. However, acetylcholinesterase (AChE) activity was significantly inhibited in all exposed groups by 7.80%~31.31% 

(P<0.01), with females exhibiting greater sensitivity to TCPP. Meanwhile, malondialdehyde (MDA) levels were significantly 

elevated (34.37%~166.25%), whereas glutathione (GSH) contents were markedly reduced (29.51%~58.64%) indicating that both 

TCPP and RDP induce oxidative stress in zebrafish. Exposure to TCPP and RDP significantly disrupted the function of the 

hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis, as evidenced by decreasing triiodothyronine (T3) levels and increasing thyroxine (T4) 

levels, with more pronounced effects observed in females (P<0.01, P<0.05). Gene expression analysis further revealed that TCPP and 

RDP significantly downregulated the HPT axis-related genes crh and tshβ in females (P<0.05), whereas no significant alterations 

were detected in males, confirming a clear sex-dependent disruption of the HPT axis by these OPEs. In addition, TCPP and RDP 

exposure disturbed sex hormone homeostasis in zebrafish. In males, testosterone levels were significantly increased, while estradiol 

levels were markedly decreased (P<0.001). Consistent with these hormonal alterations, the expression of cyp19a1a, a key gene 

involved in the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis, was significantly downregulated, inhibiting the conversion of 

testosterone to estradiol. This disruption may impair spermatogenesis and sperm motility in males zebrafish. Overall, TCPP and RDP 

exposure induced pronounced endocrine disruption via interfering with both the HPT and HPG axes, with distinct sex-dependent 

effects. This study underscores the importance of considering sex differences in the toxicological evaluation. 
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有机磷酸酯(OPEs)是溴代阻燃剂的主要替代

品,因兼具阻燃性与增塑性,广泛应用于电子设备、

建筑材料和纺织等领域,生产和使用量持续增长
[1-2]

.

近年来 OPEs 在全球水体、大气及沉积物中被频繁

检出,环境浓度呈现上升趋势,潜在生态风险引发广

泛关注.其中,磷酸三(1-氯-2-丙基)酯(TCPP)是应用

最广的氯代OPEs,广泛用于聚氨酯泡沫塑料等产品;

而间苯二酚双(二苯基)磷酸酯(RDP)作为新兴芳基

OPEs,因优异的阻燃性能,全球使用量快速增长.欧

盟 REACH法规已将 TCPP列入高度关注物质名单,

我国《重点管控新污染物清单(2023年版)》也将RDP

纳入优先监测对象.TCPP 和 RDP 可通过工业废水

排放、产品释放等多种途径进入水环境
[3]

.TCPP 在

我国渤海湾沿岸水体中检出浓度可达 4.6~921ng/L,

部分东海近岸热点区域高达 1392ng/L,明显高于其

他 OPEs(如磷酸三(2-氯乙基)酯、磷酸三苯酯)
[3]

.尽

管 RDP 环境浓度较低(如海河流域水体中最高

9.30ng/L,太湖沉积物中达 5.84ng/g dw),但较高的

log Kow (5.82)表明其具有较强的沉积物吸附能力

和潜在的生物富集风险
[4]

.此外,TCPP 因高水溶性

(1200mg/L)和较强持久性(半衰期>100d),在鱼类肌

肉中富集水平可达水体浓度的 120倍
[5]

;而高分子量

的 RDP(分子量>500)则可能通过食物链传递在高营

养级生物中富集,甚至引发跨代效应
[6]

. 

在脊椎动物中,内分泌系统通过下丘脑-垂体-

性腺轴(HPG)、下丘脑-垂体-肾上腺(HPA)和下丘脑

-垂体-甲状腺(HPT)轴等多条信号通路共同维持机

体稳态
[7]

.其中,HPT轴主要调节发育、生长及代谢过

程
[8]

,HPG 轴则在生殖功能调控中发挥核心作用
[9]

.

内分泌轴的紊乱常导致激素失衡,诱发多种疾病,甚

至影响多个器官功能,危及生物体健康
[10]

.研究表明, 

OPEs 具有内分泌干扰作用,能够激活或拮抗雌激

素、雄激素及甲状腺激素受体,影响激素水平,同时

干扰HPG轴与HPT轴相关基因的表达
[11]

.尽管部分

研究已证实TCPP和RDP可引起斑马鱼甲状腺滤泡

增生、卵黄蛋白原(VTG)异常表达及生殖行为改

变 

[12-15]
,但关于两者通过HPT轴和HPG轴介导内分

泌干扰机制仍缺乏深入探讨.值得关注的是,OPEs的

内分泌干扰效应可能存在显著性别差异.流行病学

研究表明,男性终生暴露于有机磷酸盐所致的神经

毒性通常高于女性
[16]

.动物实验也发现 ,TCPP 和

RDP 可引发斑马鱼性别依赖性的肠道菌群与代谢

改变,雄性个体表现出更高的敏感性
[17]

.此外,氯代

OPEs磷酸三(1,3-二氯丙基)酯暴露也可诱导斑马鱼

性别特异性的激素水平变化,同时在 HPT、HPA 及

HPG 轴关键基因表达中的影响也呈现性别差异
[18]

.

这些结果提示,TCPP 和 RDP 可能通过性别特异性

机制影响斑马鱼的内分泌系统 ,但相关机制尚未

明 晰. 

综上所述,尽管已有研究揭示了 TCPP 与 RDP

的内分泌干扰潜力,但主要集中于初步毒性评估,缺

乏对两者通过 HPT轴与 HPG轴介导的内分泌毒性

机制及性别差异效应的系统性解析.因此,本研究探

讨TCPP与RDP对不同性别斑马鱼内分泌系统的毒

性效应及潜在机制,关注HPT轴和HPG轴的激素水

平调控、关键基因表达变化及性别特异性的毒性响

应,为阐明 OPEs 的内分泌干扰机制提供参考,并为

水环境中 OPEs 的风险评估及污染管理策略制定提

供科学依据. 

1  材料与方法 

1.1  化学品与试剂 

TCPP(CAS号:13674-84-5,纯度>99.7%)购自阿

拉丁试剂公司,RDP(CAS号:57583-54-7,纯度>98%)

购自麦克林试剂公司. 

1.2  斑马鱼饲养与样品收集 

实验所用成年斑马鱼(AB 型,4 月龄)购自中国

科学院水生生物研究中心(武汉).实验前,在经紫外

线照射的曝气水中驯养 14d,驯养及毒性试验均在

4L 圆柱型玻璃缸(溶液体积 3L)中进行,水温保持在

(27±1)℃,光暗周期为 14h光 10h暗,每日更换 50%曝

气水,并在早晚各投喂一次新鲜丰年虾.若在驯养期

间死亡率低于 10%,即可开展正式实验. 

正式实验开始后,选取生长发育正常、个体大小

一致的斑马鱼,随机分配至 4L 玻璃缸中,每缸饲养

10 条同性别个体.根据前期 96h-LC50结果,TCPP 和

RDP 的暴露浓度分别设为 40 和 400μg/L,分别标记

为 TCPP-L、TCPP-H、RDP-L和 RDP-H,每组均设

置 3 个平行缸.空白对照组使用紫外线消毒的曝气

水.实验采用半静态暴露方式,每 24h 更换 50%暴露

溶液,并在每日早晚各喂食一次新鲜丰年虾.实验持

续 21d,期间未观察到实验组和对照组的斑马鱼死亡
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现象. 

暴露结束前 1d停止投喂.实验结束后,斑马鱼经

过 0.03% MS-222麻醉后置于冰上处理.擦干体表水

分,测量体长和体重,随后断尾取血,每 10 条同性别

斑马鱼混合作为1个样品,置于200μL含肝素锂的离

心管中 ,3000r/min 离心 20min 收集血浆 ,储存于

-80°C.之后在冰上解剖,分别收集大脑、肝脏和性腺

组织.用于组织病理学分析的样本立即置于 4%多聚

甲醛固定液中,常温保存;用于生化分析的样品 4°C

保存,并于当日完成测定;其余组织样本经液氮速冻

后储存于-80℃待后续分析. 

1.3  组织病理学观察 

斑马鱼脑和性腺组织(n=3)经 4%多聚甲醛固定

后,依次经乙醇梯度(70%,80%,90%,95%和 100%)脱

水,再经二甲苯和乙醇透明处理后石蜡包埋,并切片

(厚度 5µm).切片在 48℃烘烤 5h后,常温保存备用. 

H&E 染色步骤如下:切片用自来水冲洗 10s,

苏木素染色 3~5min,冲洗去除多余染液后放入分

化液中分化 ,再次冲洗 .随后经梯度乙醇脱水 ,伊

红染色 5min,染色结束后再次脱水、透明处理,并

用中性树胶封片 .切片采用正置白光显微镜

(Eclipse Ci-L, Nikon,日本)观察,并利用全景切片

扫描仪(3DHISTECH,CaseViewer2.4,匈牙利)采集

图像
[19-20]

. 

1.4  生理指标测定 

1.4.1  生理状态指标测定  称量斑马鱼体重并记

录体长,解剖后分别称量脑和性腺质量(n=30),计算

肥满度(K)、脑体指数(BSI)和性腺体指数(GSI),用于

评估 TCPP 和 RDP 对斑马鱼生理状态的影响.计算

公示如下: 

 /K W L=  (1) 

 
b

BSI ( / ) 100W W= ×  (2) 

 
g

GSI ( / ) 100W W= ×  (3) 

式中,W 为体重,g;L 为体长,cm;Wb和 Wg分别为脑和

性腺质量,g. 

1.4.2  甲状腺激素、性激素和卵黄蛋白原测定  采

用断尾法从静脉取血,将 10条雌鱼或 10条雄鱼的血

液混合作为一个样品(n=3).样品置于含肝素锂的

200μL离心管中,立即以 3000r/min离心 20min,收集

上清血浆备用.采用双抗体夹心法测定三碘甲状腺

原氨酸(T3)、甲状腺素(T4)、VTG、睾酮(T)和雌二

醇(E2)水平.所有试剂盒均购自艾方生物科技有限

公司,实验操作严格按照说明书执行,最终计算测定

结果. 

1.4.3  乙酰胆碱酯酶和氧化损伤指标测定  将 3

条斑马鱼脑组织混合为一个样本,3条雌鱼性腺混合

作为一个样本,10 条雄鱼性腺混合作为一个样本

(n=3),按质量(g)与体积(mL)比例 1:9 加入生理盐水

制备匀浆,匀浆液以 2500r/min离心 10min,取上清测

定总蛋白(TP)含量、乙酰胆碱酯酶(AchE)活性、谷

胱甘肽(GSH)含量和丙二醛(MDA)水平.所有试剂盒

均购自南京建成生物工程研究所,实验过程严格遵

循说明书. 

1.5  RT-qPCR 

每 5条斑马鱼脑或性腺组织混合作为一个样本

(n=3),用于基因转录水平检测 .采用 Takara 

MiniBEST Universal RNA Extraction Kit 提取总

RNA,使用 PrimeScript
TM

 RT Master Mix(Takara)逆

转录合成 cDNA. 

实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)采用 SYBR荧光

法,在 StepOnePlus™实时荧光定量 PCR 仪上进行.

引物设计使用 Primer Premier 3.0软件(http://bioinfo. 

ut.ee/primer3-0.4.0/),选用 β-actin作为内参基因. 

基因表达量采用2
-△△Ct

法计算,结果以平均值±

标准差(mean ± SD)表示.显著性检验使用 SPSS 24.0

软件进行单因素方差分析(ANOVA),以 P<0.05 为差

异显著的判断标准. 

1.6  数据处理与分析 

所有数据分析使用 GraphPad Prism 软件(版本

9.5.0).处理组与对照组之间的差异采用单因素方差

分析(ANOVA)检验,组间多重比较采用 Tukey′s事后

检验,显著性水平设定为 P<0.05(显著)、P<0.01(非

常显著)和 P<0.001(极其显著). 

2  结果和讨论 

2.1  TCPP 和 RDP 对斑马鱼的生理机能和代谢的

影响 

斑马鱼暴露21d后,与对照组相比,TCPP和RDP

对雌/雄斑马鱼的 K、BSI和 GSI均未引起显著变化.

甲状腺激素(T3、T4)在斑马鱼生长发育和基础代谢

的调节中发挥关键的调节作用,是维持其正常生命
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活动的重要激素
[21]

.为进一步探讨 TCPP 和 RDP 暴

露对斑马鱼生理机能和代谢的潜在影响,本研究检

测了暴露 21d 后斑马鱼血浆中 T3 和 T4 的含量(图

1). 

结果显示,与对照组相比,雄鱼中 T3 水平在

TCPP-L和 RDP-L组均有所升高,但差异不显著;而

在高浓度暴露组(TCPP-H和 RDP-H)中则显著下降

(P<0.01).雌鱼的 T3 水平在 TCPP-H、RDP-L 和

RDP-H 组均显著下降(P<0.01),而 TCPP-L 组未见

明显变化.在 T4水平方面,雄鱼 TCPP-L组 T4含量

显著升高(P<0.05),但 TCPP-H、RDP-L 和 RDP-H

组则无显著变化.相较而言,雌鱼对污染物暴露更为

敏感,在 TCPP-L、RDP-L 和 RDP-H 组中,T4 含量

均显著升高 (P<0.05),而 TCPP-H 组未见明显差

异.T4 是一种激素原,生理活性较低,可在外周组织

中通过脱碘酶转化为活性更高的 T3.血液中大部分

的 T3 来源于 T4 的转化
[22]

.低剂量 TCPP 暴露可能

轻微抑制脱碘酶活性,导致 T4 向 T3 的转化略受

阻,T3 水平轻度下降.雌鱼体内可能产生代偿机制,

下丘脑-垂体通过分泌促甲状腺激素(TSH)刺激甲

状腺释放更多 T4,以补偿 T3 下降
[23]

.由于脱碘酶活

性仍受轻微抑制,T3 未能显著恢复,而 T4 则大量堆

积,水平显著升高.高剂量 TCPP 暴露时,可能强烈抑

制脱碘酶活性
[24]

,并直接损害甲状腺滤泡细胞的功

能
[25]

,导致 T3水平显著下降,同时甲状腺合成 T4的

能力受限,血液中 T4 仅呈轻度升高.因此,T3 和 T4

对 TCPP低、高剂量的暴露存在不同响应模式. 

上述结果表明,雌鱼甲状腺激素水平对外源污

染物干扰更为敏感,尤其在 RDP 暴露下反应更为显

著.甲状腺激素水平通常受负反馈调节,其稳定性对

生长发育至关重要.无论 T3 和 T4 水平升高或降低,

均可能扰乱内分泌平衡,进而影响正常生长发育过

程
[26]

.综上,TCPP 和 RDP 暴露均可通过扰动甲状腺

激素水平影响斑马鱼的内分泌功能和生长发育,且

雌鱼对RDP的响应更为明显,提示雌性个体在OPEs

污染环境中可能面临更高的生长发育风险. 

 

图 1  TCPP和 RDP暴露对雌/雄斑马鱼血浆 T3和 T4水平的影响 

Fig.1  Effects of TCPP and RDP exposure on plasma T3 and T4 levels in male and female zebrafish 

*表示与对照组相比具有显著差异,*P<0.01,**P<0.05,***P<0.001 

2.2  TCPP 和 RDP 对斑马鱼大脑和性腺组织的病

理学分析 

图 2通过视神经层、表面纤维层及室周灰质层

等结构的变化,评估其组织损伤程度.对照组中,雌/

雄斑马鱼大脑外周神经和纤维层结构完整,深层颗

粒细胞数量丰富,排列整齐,室周灰质层厚度适中,未

见明显病理学损伤. 

在 TCPP-L 暴露组,雌鱼大脑中深层颗粒细胞

分布不均,部分细胞聚集于视神经层,室周灰质层明

显变薄;雄鱼大脑颗粒细胞数量减少,室周灰质层排

列不均匀,并伴有局部细胞脱落.在 TCPP-H组,雌鱼

大脑颗粒细胞明显减少,室周灰质层排列不均并出

现局部脱落;而雄鱼大脑的室周灰质层相对整齐,但

部分区域出现异常破坏. 

在 RDP-L 暴露组,雌鱼外周神经层的颗粒细胞

聚集于表层,深层颗粒细胞数量减少;雄鱼大脑中颗



2期 苏可欣等：两种有机磷酸酯对斑马鱼内分泌性别依赖性影响 1019 

 

粒细胞同样减少 ,室周灰质层细胞排列紊乱 .在

RDP-H 组,雌/雄鱼大脑的室周灰质层均明显增厚,

并伴有部分细胞脱落. 

以上结果表明,TCPP 和 RDP 暴露均可诱导

雌/雄斑马鱼大脑组织发生不同程度的病理性损

伤,且损伤模式具有性别差异性.大脑是内分泌系

统的中枢调控器官,TCPP 和 RDP 引发的大脑组

织结构异常 ,可能意味着其对内分泌系统产生了

较强干扰效应
[27]

,进一步影响神经调控和生长发

育过程. 

 

图 2  两种 OPEs暴露对雌/雄斑马鱼大脑损伤 

Fig.2  Brain injury in male and female zebrafish induced by exposure to two OPEs  

a为神经层,b为纤维层以及 c为室周灰质层.圆圈为颗粒细胞减少,箭头为室周灰质层变薄,方框为室周灰质层局部脱落 

斑马鱼性腺内细胞的生长发育状况直接决定

生殖能力,可能影响生殖细胞数量和质量,从而降低

繁殖成功率
[28]

.为评估 TCPP 和 RDP 对斑马鱼生殖

系统的潜在干扰,本研究对雌/雄斑马鱼性腺组织进

行 H&E 染色分析,以观察两种 OPEs 暴露对斑马鱼

性腺组织的损伤特征(图 3).在雌鱼性腺中,TCPP-L

组各阶段卵母细胞数量未见明显变化,但初级生长

期卵母细胞分布较为分散;TCPP-H 组中,初级生长

期卵母细胞数量减少,且排列无序.相比之下,RDP-L

和 RDP-H 组的初级生长期卵母细胞数量均显著增

加,提示 RDP 暴露可能延缓卵母细胞的发育和成熟

周期.卵母细胞的成熟高度依赖于 HPG 轴调控的性

激素水平
[29-30]

,这一现象可能源于RDP对HPG轴功

能的干扰,进而影响雌鱼性激素的正常分泌.此前, 

Shi 等
[31]
报道,BDE-47 暴露可抑制雌性斑马鱼卵巢

发育、破坏卵巢结构并导致生殖功能受损.结合本研

究结果推测,RDP 诱导的卵巢发育异常可能引发生

殖毒性,从而影响雌鱼的繁殖能力. 

 

图 3  两种 OPEs暴露对雌/雄斑马鱼性腺组织损伤 

Fig.3  Gonadal tissue injury in male and female zebrafish induced by exposure to two OPEs 

a为初级卵母细胞,b为次级卵母细胞,c为卵黄滴,d为卵泡,e为生精小管,f为精子头.方框为生精小管排列松散,圆圈为细胞核外泄 

在雄鱼性腺中,TCPP-L和 RDP-L组的部分区

域可见精子头,精原细胞数量变化不明显,生精小

管排列略显松散,未观察到明显组织损伤,表明低

浓度暴露下精子细胞内细胞核的浓缩效应较弱.然

而,在 TCPP-H和 RDP-H组中,精子头数量显著增

加,生精小管排列趋于紧密,不同类型生殖细胞的

比例发生明显变化.尤其在 RDP-H 组,性腺组织内

普遍出现细胞核外泄现象,且损伤程度更为严重.
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这些结果表明,高浓度 TCPP和 RDP暴露均可干扰

雄鱼精子发生过程,导致生精功能异常,RDP 暴露

的影响尤为明显.Meng 等
[32]
的研究指出,雄鱼性腺

损伤可能引发交配行为异常,包括追逐、碰撞等受

精行为减少,甚至导致精子损伤和繁殖能力下降.

结合本研究结果推测,TCPP和 RDP诱导的雄鱼性

腺损伤,可能对生殖功能造成严重影响,其中 RDP

的毒性风险更高. 

2.3  TCPP和RDP对斑马鱼AchE活性和氧化损伤

的影响 

 

图 4  TCPP和 RDP暴露对雌/雄斑马鱼大脑 AchE活力、MDA和 GSH含量的影响 

Fig.4  Effects of TCPP and RDP exposure on AchE activity, MDA and GSH content in the brains of male and female zebrafish 

下丘脑位于大脑底部,是HPT轴和HPG轴的关 键调控中心.AchE是胆碱能神经传递的关键酶,其活
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性变化被广泛用于衡量神经毒性水平
[33]

.如图 4(a、

b)所示,除雄鱼 TCPP-L组外,其余暴露组AchE活性

均显著下降(P<0.01).在雌鱼中,AChE 活性抑制率为

18.47%~31.31%,而雄鱼中 AchE 抑制率为 7.80%~ 

29.98%.这些结果表明,TCPP 和 RDP 暴露均会抑制

AchE活性,降低乙酰胆碱分解速率,从而引发神经毒

性并干扰神经系统的正常功能.值得注意的是,雌鱼

在 TCPP 暴露下的 AchE 活性抑制更为明显,提示

TCPP对雌性胆碱能神经传递系统的影响可能更强. 

污染物暴露通常诱发氧化应激反应,进而对中

枢神经系统造成损伤
[34-35]

.MDA 是脂质过氧化的重

要产物,其含量能够直接或间接反映细胞氧化损伤

程度
[36]

.GSH 作为水溶性抗氧化剂,在解毒代谢和氧

化应激防御中发挥核心作用,维持细胞内 ROS 的稳

态平衡 ,从而减轻氧化损伤
[37-38]

.为进一步评估

TCPP 和 RDP 暴露对斑马鱼氧化损伤的影响,本研

究测定了MDA和 GSH水平,结果见图 4 (c-f).与对

照组相比,所有暴露组的雌/雄斑马鱼 MDA 含量均

显著升高 ,反映出抗氧化系统无法有效清除过量

ROS,导致脂质过氧化水平上升,对大脑组织造成严

重损伤
[39]

.与此同时,GSH 含量在所有暴露组中均呈

下降趋势 ,其中雌鱼体内 GSH 含量显著降低

(P<0.05),而雄鱼虽呈下降趋势,但未达到显著水平.

结果显示,尽管斑马鱼通过消耗GSH抵御ROS积累,

但仍无法阻止MDA水平升高,说明大脑组织遭受了

持续的氧化损伤,此外,TCPP 和 RDP 诱导的氧化应

激效应在雌鱼中表现更为明显,雌鱼对神经毒性的

响应更强,进一步揭示两种OPEs在诱导神经毒性和

氧化损伤过程中存在明显的性别差异. 

2.4  TCPP 和 RDP 对斑马鱼性激素和卵黄蛋白原

水平的影响 

性激素是调控性别分化、性腺发育、生殖细胞

成熟及生殖行为等关键过程的重要内源性代谢

物 

[40]
.为评估 TCPP和 RDP的生殖毒性效应,本研究

测定了暴露 21d时斑马鱼血浆中 E2、T及 VTG水

平的变化(图 5).在 E2 水平方面,与对照组相比, 

TCPP 暴露显著提高了雌鱼血浆中的 E2 含量,而

RDP暴露则导致 E2水平明显下降(P<0.05);雄鱼中,

无论 TCPP还是 RDP暴露,均引起 E2含量显著降低

(P<0.001).雌性个体中 E2 主要由卵巢合成,雄性个

体中的 E2则主要源自 T 的转化
[41]

.研究表明,E2下

降会损伤雄鱼生精小管结构,降低精子活力,从而削

弱雄性生殖能力
[42]

.本研究结果显示,RDP 暴露在雌

/雄斑马鱼中均显著抑制 E2合成,而 TCPP暴露则表

现出明显的性别差异性,促使雌鱼 E2 升高,雄鱼 E2

下降,提示 TCPP 和 RDP 均可能降低雄性斑马鱼的

生殖能力,甚至影响其繁殖能力. 

在 T 水平方面,除 TCPP-H 组外,其余暴露组均

引起雌鱼 T 水平的显著变化;而雄鱼中,各暴露组 T

水平虽有波动,但未达到显著性差异.这表明,TCPP

和RDP对雌鱼 T水平的干扰更加明显,其中RDP的

影响尤为突出. 

VTG 作为内分泌干扰化合物,是影响生殖系统

的重要生物标志物
[43-44]

,在本研究中表现出明显性

别依赖性.雌鱼中,TCPP-L 和 RDP-H 组的 VTG 含

量显著下降;而雄鱼中,所有暴露组的VTG水平均显

著升高.结果表明,TCPP和 RDP对VTG水平的干扰

存在性别差异,暴露后可能诱导异常的性激素合成

与分泌,从而扰乱生殖功能. 

性类固醇激素(T 和 E2)及其比值(E2/T)在鱼

类的性别分化过程中具有重要调控作用
[45]

.结果

显示,TCPP 暴露显著降低雄鱼 E2/T 比值,而雌鱼

的 E2/T 比值则显著升高(P<0.001),表明 TCPP 暴

露导致性激素平衡发生性别特异性改变 .相比之

下,RDP 暴露使雄鱼和雌鱼的 E2/T 比值均显著下

降(P<0.001),表明 RDP 对性激素平衡的干扰效应

在雌/雄间较为一致.TCPP对性激素的效应具有性

别依赖性,在雌鱼中 TCPP可能通过上调芳香酶的

表达,促进 T 向 E2 的转化
[46]

;而在雄鱼中,则可能

通过反馈抑制或直接抑制睾丸中的芳香酶活性 ,

同时可能刺激雄激素合成通路,最终导致 E2/T 比

值下降
[47]

;而 RDP 对性激素的效应具有靶点特异

性,可能抑制芳香酶活性
[48]

,阻断 E2的合成,导致 T

的相对积累,从而在雌/雄鱼中均表现为 E2/T 比值

的降低. 

综上所述,TCPP 和 RDP 暴露均会显著扰乱斑

马鱼体内性激素水平,破坏内分泌稳态.虽然两种

OPEs均对雌/雄个体产生影响,但对雄鱼造成的后果

更为严重,E2/T 值显著降低会影响雄鱼的精子生成

和运动能力,长期暴露可能严重削弱雄性斑马鱼的

生殖能力,甚至导致繁殖能力丧失,从而威胁种群延

续与生态平衡. 
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图 5  TCPP和 RDP暴露对雌/雄斑马鱼性激素含量的影响 

Fig.5  Effects of TCPP and RDP exposure on sex hormone levels in male and female zebrafish 

2.5  TCPP和RDP对斑马鱼HPT轴和HPG相关基

因转录水平的影响 

如图 6(a)所示,TCPP和RDP暴露均引发斑马鱼

HPT轴相关关键基因的表达变化.暴露后,雌/雄个体

中 crh、trα、trβ和 tshβ的转录水平整体呈下调趋势.

具体来看,在雌鱼中,TCPP和RDP暴露显著抑制 crh

的表达(P<0.05),trα、trβ 对 TCPP 暴露更为敏感,其

表达在 TCPP-H中显著下调,而 RDP暴露未引起明

显变化.此外,两种 OPEs 在高浓度下均显著降低了

tshβ 的表达量.相比之下,雄鱼虽然也出现基因表达

波动,但暴露后未观察到显著变化. 

TCPP和 RDP暴露后,斑马鱼 HPG轴相关基因

的表达水平出现明显变化(图 6(b-c)).在雌鱼大脑

中,RDP-L和RDP-H暴露均显著(P<0.05)抑制 ar的

表达(分别下降 0.80倍和 0.66倍);而雄鱼中,TCPP-H

暴露显著(P<0.05)上调 Gnrh3的表达(上升 0.59倍).

然而,其他大脑相关基因(Gnrh2、esrl和 pgr)在各暴

露组中未发生显著变化,表明 TCPP和 RDP对 HPG

轴大脑层面基因的干扰较弱. 

如图 6(c)所示 ,在雌鱼性腺中 ,TCPP-L 和

RDP-L组暴露均显著(P<0.05)上调 esrl的表达(分别

上升 0.43 倍和 0.39 倍),但 TCPP-H 组暴露则显著

(P<0.01)下调(0.66 倍);cyp17 的表达在 TCPP-L 和

RDP-L 暴露组显著上调(P<0.05),但在高浓度组未

见显著变化;Vtg1的表达在 TCPP和 RDP低浓度暴

露下显著上调 (P<0.05),高浓度暴露则显著下调

(P<0.01);pgr的表达在 TCPP-L组显著下调(P<0.05);

此外,cyp19a1a 的表达在所有暴露组中均显著下调

(分别为 0.62倍、0.85倍、0.40倍和 0.51倍,P<0.05),

表明TCPP和RDP均可能制雌鱼性腺的激素合成功

能.在雄鱼性腺中,促卵泡激素受体基因(fshr)的表达

在 TCPP-L和RDP-H组中显著上调(分别为 0.68倍

和 0.74 倍,P<0.05),cyp11a1 的表达在 TCPP-H、

RDP-L和 RDP-H组中均显著下调(分别为 0.58倍、

0.68倍和 0.58倍,P<0.01).此外,TCPP高浓度暴露显

著抑制 esrl的表达(下调 0.60倍) (P<0.05),而在其他

暴露组未见显著变化.cyp17的表达在 TCPP-L组中

显著上调(0.61倍,P<0.05),cyp11b在 RDP-H组中也
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显著升高(0.69 倍,P<0.05).同时,Vtg1 在 TCPP-L 暴

露下显著下调(0.65倍) (P<0.05).其他HPG轴相关基

因(star、hsd20b、hsd17b3 和 hsd11b2)在雌/雄斑马

鱼性腺中均未显示显著变化. 
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图 6  TCPP和 RDP暴露对 HPT和 HPG基因 mRNA相对表达量的影响 

Fig.6  Effects of TCPP and RDP exposure on the relative mRNA expression levels of genes involved in HPT and HPG 

2.6  TCPP和RDP通过HPT轴和HPG轴对斑马鱼

内分泌毒性的影响机制 

上述结果表明,TCPP和RDP暴露对雌鱼HPT轴

的干扰效应更加显著,且 TCPP的抑制作用强于 RDP,

暗示 TCPP更易引发雌鱼代谢紊乱.TCPP和 RDP通

过HPT轴和HPG轴对斑马鱼内分泌的干扰机制如图

7 所示.HPT 轴是调节个体发育、生长和代谢稳态的

重要内分泌通路
[49]

.研究发现,TCPP和RDP暴露引起

T4水平升高、T3水平下降,导致 T4/T3比值上升.T4/ 

T3变化会通过负反馈机制下调下丘脑中 crh和 trα的

表达,进而抑制垂体 tshβ的转录,影响T3与T4的合成

调节过程,以维持甲状腺激素的稳态.同时,T4/T3 比值

的升高还会抑制甲状腺激素受体 trβ 的表达,进一步

造成代谢紊乱.尤其是在 TCPP 高浓度暴露组,雌鱼中

HPT轴关键基因(crh、trα、trβ和 tshβ)的表达均显著

下调,表明TCPP对雌鱼HPT轴的干扰效应更为强烈.

这种干扰可能导致 HPT 轴功能失调,持续引起 T3 与

T4水平紊乱,最终干扰雌鱼的正常代谢. 

 

图 7  TCPP和 RDP对 HPT和 HPG轴的干扰机制 

Fig.7  Interference mechanisms of TCPP and RDP on the HPT and HPG axes 

HPG 轴关键基因的表达变化与性激素水平密

切相关
[50]

.本研究发现,TCPP 和 RDP 暴露显著改变

了 HPG 轴关键基因的表达模式,从而影响性激素的

合成过程.在性腺组织中,性激素的生物合成起始于

star和 fshr介导的胆固醇转运
[51]

.研究结果显示,fshr

在雌/雄斑马鱼中的表达均显著上调,提示 TCPP 和

RDP 暴露可能促进胆固醇在性腺中的转运过程.随

后,胆固醇向孕烯醇酮的转化主要由 cyp17 催化,这

一过程是类固醇激素合成中的限速步骤
[19]

.本研究

发现,在 TCPP-L、RDP-L和 RDP-H组的雌鱼 cyp17
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的表达水平显著升高,而其他暴露组中未见显著变

化.这表明,TCPP 和 RDP 暴露可能加速胆固醇向孕

烯醇酮的转化,从而促进性激素的合成.在雌鱼中,所

有暴露组 cyp19ala 的表达水平均显著下调,表明该

基因可能是 TCPP 和 RDP 干扰 HPG 轴的潜在靶

标.cyp19a1a的下调会抑制T向E2的转化,导致性腺

内 E2含量明显降低,T水平相应升高,严重扰乱性腺

内性激素的合成与转化,进而影响性腺功能.此外,E2

含量下降也可能导致Vtg1和 esrl表达水平发生显著

变化,进一步影响雌鱼的生殖调控功能. 

所有暴露组斑马鱼中 MDA 含量显著升高、

GSH 含量下降,说明氧化应激水平升高且抗氧化防

御系统被削弱,尤其在大脑组织中更为明显,雌鱼受

影响程度更大.值得注意的是,氧化应激与 TCPP 和

RDP诱导的 HPT轴和 HPG轴紊乱存在密切双向作

用,形成相互加剧的毒性循环
[52]

.过量ROS积累可损

害下丘脑-垂体功能,抑制相关基因(如 crh、trα、tshβ)

的表达,进一步扰乱甲状腺激素合成
[53-55]

;同时,脂质

过氧化产物(如 MDA)可干扰性腺类固醇合成过程,

影响 cyp17、cyp19a1a 等酶活性,导致 E2/T 比值失

衡
[56]

. 

另一方面,HPT和 HPG轴功能障碍又会削弱机

体的抗氧化能力.T3 水平下降降低抗氧化酶活性,导

致 ROS 清除不足
[57]

;而 E2 水平下降则削弱其神经

保护和抗氧化能力,加剧了雌鱼对氧化损伤的敏感

性
[58]

,形成正反馈循环. 

3  结论 

3.1  本研究表明,TCPP和 RDP暴露均干扰雌/雄斑

马鱼的代谢稳态.荧光实时定量分析显示,相较于雄

鱼,雌鱼 HPT轴关键基因(crh、tshβ)的表达对 TCPP

和 RDP 暴露更为敏感,均显著下调(P<0.05);激素检

测显示雌鱼 T3水平在 TCPP-H、RDP-L和 RDP-H

组显著下降(P<0.01),T4水平在 TCPP-L、RDP-L和

RDP-H 组显著升高(P<0.05),表明雌鱼的代谢稳态

受这两种污染物的干扰效应更为显著. 

3.2  慢性暴露于 TCPP 和 RDP 可显著抑制斑马鱼

大脑 AchE 活性(P<0.01),抑制率为 7.80%~31.31%,

其中雌鱼对 TCPP的响应更为敏感(抑制率 18.47%~ 

31.31%),性别差异明显.此外,两种 OPEs均可诱导斑

马鱼大脑氧化应激 ,各暴露组 MDA 水平升高

34.37%~166.25%,GSH含量下降 29.51%~58.64%,提

示神经毒性风险,可能进一步损害神经系统功能. 

3.3  TCPP 和 RDP 暴露显著扰动雌/雄斑马鱼体内

性激素水平,且对雄鱼 HPG 轴的干扰效应和可能造

成的后果更为严重.结果显示,雄鱼E2水平显著降低

(P<0.001),性腺 cyp19a1a 基因显著下调(0.40 倍~ 

0.85 倍),高浓度暴露组生精小管结构异常、精子头

数量显著增加,RDP-H组还出现细胞核外泄现象.这

表明TCPP和RDP暴露可能诱发雄性斑马鱼生殖毒

性,抑制其生殖功能,从而对种群繁殖能力和生态安

全构成潜在威胁. 
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