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摘要：聚焦三氯生(TCS)及其环境衍生物 2,4,6-三氯苯酚(2,4,6-TCP),以斑马鱼为脊椎模式生物,从形态学、生理生化、神经行为及分子机制等多个水平

展开研究.结果表明,两种污染物经梯度浓度急性暴露斑马鱼胚胎后,均导致幼鱼出现体节缩短、卵黄囊水肿、脊椎弯曲及游囊发育延迟或闭合等畸形,

且畸形程度具有显著剂量-效应依赖关系.基准剂量(BMD)测定分析显示,二者致畸作用存在差异,TCS 的最敏感指标为心包囊肿,且显著抑制体长和眼

睛大小;2,4,6-TCP 的最敏感指标则为卵黄囊面积.形态致畸差异提示可能源于二者作用靶器官和机制不同.TCS 和 2,4,6-TCP 对 120hpf 斑马鱼幼鱼的

LC50分别为 0.591 和 1.137mg/L.ECOSAR 软件预测和测试结果均表明,对于鱼类、水蚤和绿藻这 3 种测试生物,TCS 的发育畸形和致死毒性显著高于

2,4,6-TCP.运动行为学研究表明,TCS和 2,4,6-TCP均能抑制斑马鱼幼鱼的自主运动活力,并破坏其对光暗刺激的感知功能,这预示着两种化合物都会导

致神经系统损伤.神经毒性机制分析发现,TCS和 2,4,6-TCP都通过诱导氧化应激,导致活性氧(ROS)在脑部、心包和脊椎区域大量积累,进而造成新生神

经元数量减少、脑细胞过度凋亡以及脑发育畸形.神经生化功能指标显示神经递质传递和胆碱能系统功能受损,5-羟色胺(5-HT)含量降低,乙酰胆碱酯酶

(AChE)活性受抑制.采用靶基因预测和生物信息学分析技术,分别筛选出 441个(TCS)和 173个(2,4,6-TCP)潜在作用靶基因.对作用靶基因富集信号通路

分析发现,TCS主要通过激活氧化应激、炎症反应和内分泌干扰信号通路影响胚胎发育,而 2,4,6-TCP则通过干扰神经递质转运,突触生长形成和结构分

化调控胚胎发育畸形.筛选出作用通路枢纽的 Top 10基因,除了 3个共同 hub基因 hsp90aa1、esr1、egfra,发现二者 70%的 hub基因不同,构建 PPI网络

识别出 TCS 通过 pparg、bcl2l1、casp3a、stat3、mmp9、src、stat1a 富集在线粒体自噬通路、p53 信号通路、NOD 样受体信号通路、坏死性凋亡通

路等.而 2,4,6-TCP主要通过作用于 cdc25b、top2a、cdk1、ptpn11a、pdgfrb、flt1、erbb2调控MAPK信号通路、细胞周期通路、孕酮介导的卵母细胞

成熟通路等.筛选出 4个神经相关 hub基因 RT-qPCR验证也证实了二者致毒机制的差异. 
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Toxicity mechanism of triclosan and its environmental derivatives on early development of zebrafish. DAI Zhuo-ya, SHI Yu, 

MENG Ling-hao, SUN Rui, SHEN Ju, YU Zu-kang, WANG Ze-jun, WANG Hui-li* (The school of Environmental Science and 

Engineering, Suzhou University of Science and Technology, Suzhou 215009, China). China Environmental Science, 2026,46(2)： 

Abstract：This study investigated triclosan (TCS) and its environmental derivative 2,4,6-trichlorophenol (2,4,6-TCP) using zebrafish 

as a vertebrate model for a comprehensive, multi-level assessment that included morphological, physiological, biochemical, 

neurobehavioral, and molecular endpoints. Acute exposure of zebrafish embryos to gradient concentrations of TCS and 2,4,6-TCP 

induced pronounced developmental malformations, including shortened somites, yolk sac edema, spinal curvature, and delayed or 

absent swim bladder inflation, with clear dose-response relationships. Benchmark dose (BMD) analysis revealed compound-specific 

teratogenic sensitivities: pericardial edema was the most sensitive endpoint for TCS, accompanied by significant inhibition of body 

length and eye size, whereas yolk sac area was the most sensitive indicator for 2,4,6-TCP. The differences in morphological 

teratogenicity may be attributed to distinct target organs and modes of action. The LC50 values for 120 hpf zebrafish larvae were 

0.591mg/L for TCS and 1.137mg/L for 2,4,6-TCP, respectively. Both ECOSAR predictions and experimental results consistently 

indicated that TCS exhibited significantly higher developmental toxicity and lethality than 2,4,6-TCP for fish, Daphnia, and green 

algae. Behavioral analyses demonstrated that both TCS and 2,4,6-TCP significantly suppressed spontaneous locomotor activity of 

zebrafish larvae and disrupted light-dark response behaviors, indicating potential neurotoxic effects. Mechanistic investigations 

revealed that both TCS and 2,4,6-TCP induced oxidative stress, resulting in excessive accumulation of reactive oxygen species (ROS) 

in the brain, pericardium, and spine regions. This oxidative damage led to reduced neuronal proliferation, excessive neuronal 

apoptosis, and abnormal neurodevelopment. Neurobiochemical indicators further demonstrated impaired neurotransmitter 
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transmission and cholinergic system dysfunction, characterized by decreased serotonin (5-HT) levels and inhibited 

acetylcholinesterase (AChE) activity.Target gene prediction and bioinformatics analyses identified 441 and 173 potential target genes 

for TCS and 2,4,6-TCP, respectively.Pathway enrichment analysis revealed that TCS primarily affected embryonic development by 

activating oxidative stress, inflammatory response, and endocrine disruption-related signaling pathways, whereas 2,4,6-TCP 

regulated developmental abnormalities by interfering with neurotransmitter transport, synaptic formation, and structural 

differentiation. Further analysis identified the top ten hub genes involved in the associated regulatory pathways, among which only 

three genes (hsp90aa1, esr1, and gfra) were shared between the two compounds. Approximately 70% of the identified hub genes 

were compound-specific. Protein-protein interaction (PPI) network analysis revealed that TCS was primarily enriched in the 

mitophagy, p53signaling, NOD-like receptor signaling, and necroptosis pathways, mediated by key regulators such as pparg, bcl2l1, 

casp3a, stat3, mmp9, src, and stat1a. In contrast, 2,4,6-TCP predominantly regulated the MAPK signaling pathway, cell cycle 

pathway, and progesterone mediated oocyte maturation pathway through cdc25b, top2a, cdk1, ptpn11a, pdgfrb, flt1, and erbb2. Four 

neurodevelopment-related hub genes were further screened and validated by RT-qPCR, confirming the mechanistic differences 

between TCS and 2,4,6-TCP. 

Key words：triclosan；2,4,6-trichlorophenol；zebrafish；neurotoxicity；molecular mechanism 
 

三氯生(TCS)是一种高效广谱抗菌剂,全球年产

量超 1000t
[1]
.由于使用量大且生物降解性差,通过生

活污水排放、工业废水泄漏等途径大量进入环境,

在废水 (浓度范围为 0.07~14000/L)、溪流 (50~ 

2300ng/L)、海水 (50~150ng/L)以及沉积物 (1~ 

35µg/kg)中被高频检出
[2]
.TCS 在环境条件下可光解

生成 2,4,6-三氯苯酚(2,4,6-TCP),后者作为重要的工

业中间体,在农药、木材防腐剂等领域应用广泛
[3-5]

. 

现有研究虽已证实 TCS及其 2,4,6-TCP均具有

内分泌干扰、神经毒性及发育毒性,但二者之间的毒

性差异与内在机制关联仍未明确.目前多数研究多

聚焦于单一污染物,缺乏对“母体-衍生物”体系的

系统比较,且对早期发育阶段(如斑马鱼胚胎期)的敏

感毒性指标及相应分子机制解析不足
[6-7]

.为此,本研

究以斑马鱼为模型.通过整合形态学、行为学、生理

生化及多层次分子终点,系统比较了 TCS 与 2,4, 

6-TCP 在早期发育阶段的毒性效应差异.研究进一

步采用基准剂量分析量化了二者的敏感致畸终点,

并借助靶基因预测、生物信息学分析等阐明了二者

毒性机制的差异,其中关键 Hub 基因的鉴定与实验

验证进一步揭示了其作用网络的本质区别.该研究

首次在“母体-衍生物”框架内实现了从表型到机

制的多维度系统解析,不仅为阐明二者环境毒性差

异提供了分子依据,也为相关污染物的复合风险评

估与精准防控提供了重要科学参考
[8-9]

. 

本研究通过整合形态学观察、行为学分析等,

比较 TCS及其衍生物 2,4,6-TCP在斑马鱼早期发育

阶段的毒性谱系;通过 BMD 分析量化敏感指标,研

究二者的毒性阈值设定提供数据支撑,并从“结构-

靶基因-通路”层面揭示毒性差异的分子机制,为环

境污染物的风险评估、标准制定及污染防控提供科

学依据. 

1  材料与方法 

1.1  实验动物饲养方法 

以斑马鱼为模型生物,主要使用斑马鱼野生型

AB品系与转基因品系Tg(elavI3:EGFP),购于国家斑

马鱼资源中心,饲养方法依照之前研究所述
[10]

. 

1.2  实验试剂及仪器 

三氯生(CASNo.3380-34-5,99.9%)和 2,4,6-三

氯苯酚(CASNo.88-06-2,98%)均购于Sigma-Aldrich

公司 (St.Louis,USA).药品溶剂为丙酮 (Acetone, 

99.9%),购于浙江中星化工试剂有限公司. 

BCA 蛋白试剂盒(上海碧云天生物技术有限公

司);卵黄蛋白原(VTG)试剂盒、乙酰胆碱酯酶(AChE)

检测试剂盒 (南京建成生物工程研究所);活性氧

(ROS)染色试剂盒、吖啶橙(AO)染色试剂盒(北京索

莱宝科技有限公司 );Trizol 提取试剂盒、SYBR 

Green Supermix试剂盒、PrimeScriptTM II 第一链

cDNA 合成试剂盒(北京全式金有限公司).涉及的基

因引物由上海生工生物合成."(斑马鱼养殖系统上

海海圣生物实验室有限公司),体式显微镜(Cover- 

015,日本奥林巴斯),低温高速离心机(Gentrifuge5424R,

德国 Eppendorf公司),制冰机(IBS-20,宁波特朗普仪

器有限公司),F6/F10手持式高速匀浆机(上海净信科

技公司),Step OnePlusTM Real-Time PCR System美

国 thermofisher 科技公司),多功能酶标仪(美国赛默

飞公司). 
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1.3  暴露浓度设置与致畸形态学观察 

参考前期研究
[11]
及Ecosar软件对水生 3物种的

LC50 预测值,TCS 对斑马鱼的毒性明显高于 2,4, 

6-TCP.因此,TCS 暴露浓度梯度设置为 0.001%丙酮

对照,200,400,600,800,1000,1200µg/L(间隔 200µg/ L),

而 2,4,6-TCP 设置为 0.001%丙酮对照 ,200,500, 

1000,1800,2100,4000µg/L(间隔 300~1900µg/L),以分

别匹配其毒性特征并覆盖亚致死~致死效应范围.统

计 120hpf不同浓度下幼鱼死亡率,拟合剂量-效应曲

线得 LC50,后续实验分别以二者 LC50的 1/3:230 和

310µg/L为最高亚致死剂量,也为二者同Mol浓度的

等效应剂量,以环境浓度 2.3,23µg/L和 3.1,31µg/L作

为低效应剂量,浓度梯度持续暴露 6hpf 胚胎至实验

所需期.每天更新暴露液,以确保稳定的暴露水平,并

适时取出死胚.收集斑马鱼胚胎暴露液,用 0.22µm膜

过滤至棕色样品瓶,用于高效液相色谱分析(HPLC,

日立 Chromaster HPLC5310 柱箱),测定 24h后残留

TCS 和 2,4,6-TCP.色谱柱为 Sym-C18,甲醇-水流动

相(80:20V/V),流速 0.8mL/min,进样量 100µL,柱温 35

◦C,紫外检测波长 280nm
[12]

.在不同发育节点,随机选

取 24 枚胚胎/幼鱼麻醉后观察形态畸形,利用 Tg 

(elavl3:EGFP)转基因斑马鱼通过荧光显微镜分析神

经元发育,用 ImageView软件定量荧光强度. 

1.4  畸形指标检测及基准剂量(BMD)分析 

基准剂量(BMD)是指某种污染物引起特定生

物学效应(如畸形率达到基准反应值 BMR)的剂量

水平,其通过拟合完整的剂量-效应曲线计算,相较

于传统的无观察效应水平(NOAEL)更能利用实验

数据信息,灵敏度更高
[13]

.本研究中,BMD 分析用于

量化 TCS和 2,4,6-TCP对斑马鱼致畸效应的敏感程

度,通过比较二者关键畸形指标的 BMD值及基准剂

量下限(BMDL),明确其毒性作用的靶器官差异."本

实验选取了 TCS 浓度为 0,2.3,23,100,150,230, 

460µg/L和 2,4,6-TCP浓度为 0、3.1,31,100,200,310, 

620µg/L,分别对胚胎持续暴露处理至 120-hpf 后,统

计体长、卵黄囊面积等畸形指标的发生率.根据各指

标的计量-反应曲线 ,采用贝叶斯基准剂量法

(BBMD)计算BMD及 95%置信区间(BMDL为下限, 

BMDU 为上限),并设定基准反应值(BMR)为 1%(即

畸形率较对照组增加 1%的反应水平),以识别二者

最敏感的致畸表型指标. 

1.5  幼鱼行为学分析 

将 120hpf的斑马鱼幼鱼对照组、TCS处理组及

2,4,6-TCP 处理组转移至 96 孔无菌培养板,随后置

于荷兰 Noldus 行为分析仪的观察箱内.参照之前行

为学分析方法
[14]

,借助 EthoVision XT软件设定实验

程序以采集运动轨迹,并对相关运动指标进行统计. 

1.6  吖啶橙(AO)调亡染色 

在加入 PTU 黑色素抑制剂的胚胎持续暴露

72hpf 后,各组收集于 1.5mL 离心管.按照先前的染

色方法
[15]

,于体视荧光显微镜下成像记录并量化调

亡严重区域与器官,量化荧光强度代表凋亡发生严

重度. 

1.7  生理生化指标检测 

取 30 尾 120hpf 各处理组幼鱼置于 EP 管冰浴

麻醉后,PBS 溶液对鱼体进行 3 次清洗,吸弃所有清

洗液后,加入蛋白提取液,通过超声研磨将幼鱼匀浆

后,2500r/min离心 15min,小心吸取上清液,严格依照

碧云天 BCA 蛋白浓度测定试剂盒的操作规范,用全

波段酶标仪进行卵黄蛋白原(VTG)和乙酰胆碱酯酶

(AChE)检测并导出数据. 

1.8  污染物作用靶预测与生物信息学分析 

从有机小分子活性数据库 PubChem(https: 

//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)中获取了 TCS 和 2,4, 

6-TCP 化学结构式.将其结构导入 PharmMapper 在

线平台(http://lilab-ecust.cn/pharmmapper/)预测其潜

在作用靶点.将筛选靶蛋白信息提交至 STRING 在

线数据库(https://cn.string-db.org/)进行蛋白质互作

网络(String)构建与分析 .利用 Metascape 数据库

(https://metascape.org) 和 生 信 平 台 (https://www. 

bioinformatics.com.cn)对 STRING 分析结果进一步

生信解读,对预测到的作用靶基因进行 GO 功能分

析和 KEGG信号通路的富集. 

1.9  RT-qPCR检测 hub基因的转录水平变化 

根据制造商说明从不同污染物暴露处理组

5dpf 幼鱼中提取总 RNA,参照之前的方法
[16]

,完成

RT-qPCR分析. 

1.10  数据统计分析方法 

每处理组包括 3 个生物复制,每个生物重复包

含 3 个技术重复.所有实验数据均表示为平均值±标

准差(SD).统计分析使用 SPSS18.0 软件,在不同处理

组和对照组间,结果显著性差异水平用 P<0.05(*)、
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P<0.01(**)或 P<0.001(***)表达. 

2  结果与讨论 

2.1  TCS和 2, 4, 6-TCP导致斑马鱼早期发育毒性 

由图1,表1可知,表型畸形观察时间为72, 120hpf

时,TCS230µg/L暴露组24h后实测浓度为172µg/L(残

留率 74.8%),2,4,6-TCP310µg/L暴露组 24h后实测浓

度为 261µg/L(残留率 84.2%),证实介质浓度维持稳定.

通过 Ecosar Applcation 软件分析得出 TCS 和

2,4,6-TCP对不同生物的半致死浓度(表 2),二者对鱼

类 96hLC50 预测值分别为 0.965,8.15mg/L,对绿藻

EC50 分别为 1.44,6.84mg/L,水蚤 48hLC50 分别为

0.701,5.29mg/L,由此判断 2种污染物对鱼类、水蚤和

绿藻的毒性排序为 TCS>2,4,6-TCP,即 TCS对水生生

物的毒性更高.参考两者对鱼类 LC50 预测值,分别在

其上下各设定 2~3 个浓度梯度暴露处理授精后 6hpf

胚胎于 6孔板中持续暴露处理至 120hpf,模拟出 TCS

和 2,4,6-TCP 对斑马鱼 120hpf 幼鱼 LC50 分别为

0.591,1.137mg/L.拟合回归曲线 R
2
分别为 0.991 和

0.981,二者剂量-效应回归方程R
2
均>95%(图2).因此,

后续转录组测序实验选取 LC50的约 1/3 作为亚致死

处理剂量的等效应剂量 230, 310µg/L. 

 

图 1  TCS和 2,4,6-TCP的标准曲线及 24h后最大浓度残留状态 

Fig.1  Standard curves for TCS and 2,4,6-TCP, as well as the maximum concentration residual state after 24hours 

表 1  TCS和 2, 4, 6-TCP的配置浓度及(0和 24h)实测浓度值 

Table 1  Configuration concentrations of TCS and 2,4,6-TCP, 

and measured concentration values (at 0 and 24h) 

污染物 配制浓度(µg/L) 0h实测浓度(µg/L) 24h实测浓度(µg/L)

TCS 2.3 2.5 1.6 

 23 20 15 

 230 212 172 

2, 4, 6-TCP 3.1 3 2.2 

 31 33 27 

 310 300 261 

 

为了评估二者环境暴露剂量下的健康风险 ,

选取了 TCS 的 2.3,23µg/L 与 2,4,6-TCP 的

3.1,31µg/L 作为环境浓度组.与对照组相比 ,经过

TCS 处理后,幼鱼在 72hpf出现体长减小和卵黄囊

肿等畸形现象,暴露至 12hpf 观察到心包肿大.而

2,4,6-TCP致 72hpf幼鱼脊柱弯曲和卵黄囊肿的发

育畸形,暴露 120hpf 时游囊发育显著迟缓(图 2(c))

二者均影响一些个体耳石发育 .生长发育畸形量

化统计如图 2(d)所示, TCS 暴露组发育畸形率达

63%,其中脊椎弯曲比率最为显著;2,4,6-TCP 幼鱼

发育畸形率达 56%,其中卵黄囊畸形比率偏高.上

述结果显示 TCS及其氯代衍生物 2,4,6-TCP对斑

马鱼毒性较强、致畸表现与潜在的作用靶器官和

靶系统存在差异. 

表 2  TCS和 2, 4, 6-TCP的 LC50预测 

Table2  LC50 prediction of pollutants TCS and 2,4,6-TCP 

污染物 生物体 持续时间(h) 终点 浓度(mg/L)

鱼 96 LC50 0．965 

水蚤 48 LC50 0.701 TCS 

绿藻 96 EC50 1.44 

鱼 96 LC50 8.15 

水蚤 48 LC50 5.29 2,4,6-TCP 

绿藻 96 EC50 6.84 
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图 2  TCS和 2,4,6-TCP的化学结构式及斑马鱼幼鱼发育畸形 

Fig.2  TCS and 2,4,6-TCP Chemical structural formulas of TCS and 2,4,6-TCP, and developmental malformations in zebrafish larvae 

2.2  畸形指标检测及基准剂量(BMD)分析 

基于上述二者的致畸表型,使用贝叶斯基准剂

量分析系统(https://benchmarkdose.org)绘制剂量-畸

形效应关系曲线.结果显示,TCS 暴露对斑马鱼幼鱼

体长、眼距、耳石面积和眼睛大小等指标均呈现剂

量依赖性抑制.其中,体长和眼睛大小的抑制作用最

为显著;而眼距仅在较高浓度下才受到显著影响(图

3(a)).与 TCS 相比,2,4,6-TCP 对幼鱼发育致畸作用

也呈剂量依赖性,尤其对卵黄囊肿影响最为显著(图

3(b)).综合二者畸形指标的权重热图分析表明,心包

囊肿是 TCS暴露下最敏感的表型指标(图 3(c)),而卵

黄囊面积是2,4,6-TCP作用下最敏感的表型指标(图

3(d)).这些结果提示,二者对幼鱼发育影响存在差异,

可能是由于作用的靶器官和机制不同造成的. 

   
图 3  TCS和 2,4,6-TCP对斑马鱼幼鱼发育畸形的基准剂量(BMD)分析 

Fig.3  Baseline Dose (BMD) Analysis of TCS and 2,4,6-TCP on Developmental Abnormalities in Zebrafish 

(a,b) TCS和 2,4,6-TCP的剂量-效应关系曲线(X轴为污染物浓度的对数转换值,单位μg/L;Y轴为畸形发生率;曲线为拟合的剂量-效应关系,阴影部分为

95%置信区间);(c,d)1%BMR下各畸形指标的 BMD、BMDL和 BMDU热图(颜色越深表示 BMDL值越低,敏感性越高) 
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2.3  TCS和 2,4,6-TCP对斑马鱼运动行为的影响 

运动习性与行为学是神经功能最直观的体现形

式,且行为学检测具有普适性、稳定性和易操作性等

优点,因此,神经行为检测在神经毒性的高通量筛选

中被广泛应用
[17]

.为探究 TCS和 2,4,6-TCP对幼鱼神

经运动行为的影响,通过自主运动、光暗节律和声刺

激实验进行评价.与对照组相比,TCS和 2,4,6-TCP处

理组幼鱼运动轨迹热度下降(图 4(a-b)).表明其运动

活力下降(图 4(d)),表现为一定时间内的运动距离和

游泳速度显著降低(图 4(e),P<0.05, P<0.001).随着二

者暴露浓度的升高,光暗交替刺激下的幼鱼运动活力

显著低于对照组,表明对光暗刺激反应迟钝或惶恐

(图 4(c)),表明二者均可造成神经运动行为和视觉神

经的不良影响,且 TCS对行为学的影响更严重. 

 
图 4  TCS和 2,4,6-TCP诱导斑马鱼幼鱼运动和神经行为紊乱 

Fig.4  TCS and 2,4,6-TCP induce motor and neurobehavioral disorders in zebrafish 

(a,b) 120hpf 幼鱼于 96孔板运动轨迹示踪;(c) 10min光/暗场交替变化 120hpf幼鱼运动距离变化;(d,e) 120hpf幼鱼自主运动运动平均距离和运动速度

量化;"*"表示显著性水平 P<0.05,"**"表示显著性水平 P<0.01,"***"表示显著性水平 P<0.001 

2.4  TCS和2,4,6-TCP暴露对斑马鱼神经元分化的

影响 

为探究 TCS和 2,4,6-TCP暴露对斑马鱼神经系

统发育影响及对神经网络的调控作用 ,利用

Tg(elavl3:EGFP)转基因斑马鱼可视化神经元生长

情况.elavl3是一种神经特异性 RNA 结合蛋白,在全

身神经元中特异表达,对于维持成熟神经元的轴突

稳态至关重要 ,在神经元分化中发挥作用
[18]

.Tg 

(elavl3:EGFP)即是使用神经发育标记基因 elavl3 启

动子驱动 EGFP 表达.参与神经系统生长发育过程,

且特异性标记斑马鱼的神经元细胞
[19]

.该基因缺失

会导致视觉神经系统缺陷伴随神经系统问题
[20]

.如

图 5A、B 所示,对照组幼鱼脑部和脊椎绿色荧光清

晰,而TCS和2,4,6-TCP处理组幼鱼脑部和脊椎前部

荧光强度及面积显著下降,且间脑与后脑间隙非常

模糊.ImageView 软件对脑部荧光密度量化分析发

现 TCS和 2,4,6-TCP高浓度处理下荧光强度显著下

降,且TCS更为显著(图 5(e),P<0.05,P<0.001).此结果

推测,二者通过抑制斑马鱼脑部新生神经元细胞分

化而导致斑马鱼神经行为的异常. 

利用吖啶橙(AO)整体染色 120hpf 幼鱼,对照组

幼鱼脑部有自然凋亡情况,而TCS和2,4,6-TCP处理

组幼鱼脑部可观察到明显致密的绿色荧光碎片(图

5(c-d)),荧光强度及数量较对照组显著增强(图 5(f), 

P<0.05,P<0.01,P<0.001),预示二者通过诱导神经元

细胞过渡调亡引起新生神经元的数量减少. 

基于上述对体节生长、神经元分化抑制、凋亡

和神经行为的干扰,进一步测定了幼鱼神经递质乙

酰胆碱酯酶(AChE)和卵黄蛋白原(VTG)转化卵黄蛋

白的能力.TCS 和 2,4,6-TCP 梯度处理组中,VTG 的
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含量均有显著上升(图 4(g),P<0.01,P<0.001),表明二

者作用下均抑制了 VTG 向卵黄蛋白的转化,进而抑

制其生长.AChE 含量也呈显著下降(图 5(h),P<0.05, 

P<0.01,P<0.001),且二者均呈现浓度依赖性变化.预

示在功能上对神经递质的抑制作用是引起斑马鱼

幼鱼运动活力下降的主要原因之一. 

 
图 5  TCS和 2,4,6-TCP暴露对斑马鱼神经元细胞发育和生化指标的影响 

Fig.5  The effects of TCS and 2,4,6-TCP exposure on neuronal cell development and biochemical indicators in zebrafish 

"*"表示显著性水平 P<0.05,"**"表示显著性水平 P<0.01,"***"表示显著性水平 P<0.001 

2.5  TCS和2,4,6-TCP对斑马鱼作用靶分析预测与

生物信息分析 

为进一步分析 TCS和 2,4,6-TCP对神经毒性作

用机制和作用途径的异同,预测二者的作用靶标分

子,借助生物信息学分析靶基因的 GO 功能(Gene 

Ontology)和 KEGG 代谢信号通路富集 (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes,)图 6(a,b)所

示 ,TCS 主要作用于参与生物过程 (Biological 

process)靶基因为"药物反应(response to drug)、细胞

质钙离子浓度调节(regulation of cytosolic calcium 

ion concentration)和单胺转运(monoamine transport)"

等生物过程. 而 2,4,6-TCP 更多作用于"药物反应

(response to drug)" 功 能 .在细胞组成 (Celluar 

component)方面 ,TCS 主要作用于 "突触膜组分

(integral component of synaptic membrane)和突触膜

内 内 成 分 (intrinsic component of synaptic 

membrane)",而 2,4,6-TCP 则作用于"线粒体基质

(vesicle lumen)"和细胞质囊腔(cytoplasmic vesicle 

lumen)等组分 .就分子功能 (Molecular function)而

言 ,TCS 作用于 "碳酸盐脱水酶活性 (carbonate 

dehydratase activity) 和 神 经 递 质 受 体 活 性

(neurotransmitter receptor activity)",而 2,4,6-TCP则

在"核受体活性(nuclear receptor activity)"和"配体激

活转录因子活性(ligand-activated transcription factor 

activity)功能上起作用.GO 功能分析预示,二者在作

用靶组织、靶细胞和靶分子均不同. 

二者作用靶基因 KEGG 信号通路富集发现(图

6(c,d)),TCS 和 2,4,6-TCP 具有"前列腺癌(Prostate 

cancer)、化学致癌作用 -受体激活 (Chemical 

carcinogenesis-receptor activation)共同的通路富集.

值得注意的是 ,TCS 在"MAPK 信号通路 (MAPK 

signaling pathway)、化学致癌活性氧 (Chemical 

carcinogenesis-reactive oxygen species)和 FoxO信号

通路(FoxO signaling pathway)"富集基因比较多,而

2,4,6-TCP 在 "神经活性配体-受体相互作用

(Neuroactive ligand-receptor interaction)、钙信号通

路 (Calcium signaling pathway)、氮代谢 (Nitrogen 

metabolism)"等代谢相关通路富集较多基因,综合上
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述 GO 和 KEGG 分析表明,二者均能诱导神经毒性, 但其诱导神经毒性的作用机制和调控途径不同. 

 

图 6  TCS及 2,4,6-TCP作用靶基因 GO功能分析与 KEGG信号通路富集及神经发育相关基因变化 

Fig.6  Functional analysis of GO genes targeted by TCS and 2,4,6-TCP, enrichment of KEGG signaling pathway, and changes in 

neurodevelopmental related genes 

"*"表示显著性水平 P<0.05,"**"表示显著性水平 P<0.01,"***"表示显著性水平 P<0.001 

为进一步探索 TCS和 2,4,6-TCP作用靶分子差 异,利用Cytohubba对其作用靶枢纽Hub基因筛选对
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比,其中 TCS 组排名前 10的 Hub基因(图 6(e))分别

为 hsp90aa1、pparg、bcl2l1、casp3a、stat3、mmp9、

src、egfra、esr1、stat1a.2,4,6-TCP排名前 10的 Hub

基因(图 6(f))分别为 cdc25b、top2a、cdk1、ptpn11a、

pdgfrb、flt1、hsp90aa1、esr1、egfra、erbb2.比较

Top10基因发现,除了 3个共同 hub基因 hsp90aa1、

esr1、egfra,70%hub基因不同. 

对 Top10Hub基因分别进行 KEGG富集分析显

示,二者仅有两条信号通路相同,即 ErbB signaling 

pathway和Gap junction.TCS组的 Top10Hub基因主

要在激素信号通路(Hormone signaling pathway)、

NOD 样受体信号通路(NOD-like receptor signaling 

pathway)、坏死性凋亡通路(Necroptosis pathway)等

通路富集.而后者 Top10Hub基因则富集于钙信号通

路(Calcium signaling pathway)和 MAPK 信号通路

(MAPK siganaling pathway)等. 

为验证 hub 基因在二者作用下的表达变化,筛

选 4 个神经相关功能基因 src,erb,cdc,egf 进行 RT- 

qPCR实验,暴露组 src、cdc和 egf(图 6(i,k,l))基因表

达随浓度梯度依赖性抑制 (P<0.05, P<0.01, P< 

0.001),且 TCS 等效应浓度下抑制更为严重.Src 表

达下调会导致神经炎症反应减弱或异常.cdc 失调还

与神经元凋亡增加相关,表明其在神经发育和神经

退行性疾病中具有双重作用
[21]

.egf 在神经系统中调

控神经元的增殖、分化和存活,促进神经元的迁移和

突触形成,并参与神经损伤后的修复过程
[22]

.erb 在

两种污染物作用下均表现为在环境浓度下上调,而

在较高浓度下表达抑制,呈典型的倒 U 字型变化模

式(图 6(h),P<0.01,P<0.001).erb参与神经元生长、分

化和存活.其下调影响神经发育异常、突触功能改

变、髓鞘化缺陷以及神经炎症反应
[23]

.上述结果呈现

了二者神经毒性的作用靶分子,也证实了其暴露干

扰斑马鱼神经元发育、运动行为和生理功能的机制.

尽管二者对神经网络相关的四大家族基因的调控

模式相同,但二者对其家族内部的亚基因作用不同. 

3  讨论 

3.1  TCS和2,4,6-TCP的毒性效应综合评价与机制

差异 

研究发现 TCS与 2,4,6-TCP致畸的表观形态畸

形比例是不同的,从各层次上的指标变化程度均显

示 TCS对斑马鱼毒性效应显著高于 2,4,6-TCP.畸形

指标的 BMD 权重分析也证实了二者的敏感致畸部

位也不同.神经毒性的分子机制分析发现,二者的作

用靶基因涉及的功能与生物组成,以及靶基因富集

的信号通路均存在较多差异,前 Top10hub枢纽 70%

不同,表明其致神经毒性的作用靶分子是不同的.该

研究成果为后续神经毒性多维度机制深入探索提

供基础,也提示环境浓度下的TCS和2,4,6-TCP存在

具有潜在的神经毒性,为做好公共卫生保护、提高公

民防范意识及二者环境标准的制定修改提供依据. 

3.2  基于神经行为学与通路的毒性阐释 

斑马鱼幼鱼行为模型可以检测大脑和神经系

统的功能变化,如空间和社交学习、记忆、焦虑以及

由神经递质驱动的社交或神经退休性疾病行为
[25]

.

本研究中斑马鱼幼鱼对外界刺激的反射行为以及

运动活力发生了改变.表明TCS和2,4,6-TCP暴露处

理可导致幼鱼运动距离和游动速率降低,运动行为

活力下降,并损伤幼鱼对光暗刺激和声音刺激的感

知神经功能,对斑马鱼幼鱼运动行为和习性有明显

干扰作用.行为学仅仅是一种表现,但对行为影响的

潜在分子机制需要进一步深入探讨,对减轻污染的

挽救措施和精准靶向治疗待进一步的分子确证  

[26]
.

二者对运动神经感知功能障碍的影响,本研究是基

于斑马鱼早期发育和幼鱼神经毒性的研究,若二者

长期作用于水生态系统和人为的行业性接触,是否

会诱发各种神经退行性疾病或增加其风险均需环

境浓度下的慢性暴露研究. 

在斑马鱼早期神经发育中,elavl3 基因起着关键

作用,其缺失会导致视觉及神经系统发育缺陷,是神

经发育的重要标志基因
[27]

.本研究中,转基因斑马鱼

幼鱼的荧光观察显示,TCS 和 2,4,6-TCP 均能抑制中

枢神经发育,减少新生神经元数量,该结果与细胞凋

亡染色及神经行为异常一致.生物信息学分析表明,

二者诱导神经毒性的作用通路既有重叠又存在差

异.2,4,6-TCP相关基因在神经活性配体-受体相互作

用、钙信号通路等富集,而 TCS则更多干扰药物代谢

与抗氧化系统,引发氧化损伤;二者均涉及 MAPK 等

共同通路,该通路在神经发育中至关重要 

[28-29]
.这些

毒性通路的差异可能与两者的化学结构及靶分子亲

和力有关,具体机制有待进一步实验验证. 

3.3  毒性分化的深层分子网络与构效关系 
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TCS与 2,4,6-TCP的毒性差异可能源于其分子

结构特性(图 2).TCS具有双酚结构(两个苯环通过氧

桥连接)和三个氯取代基,赋予其更强的脂溶性和膜

渗透性 ,易在靶器官(如心脏和神经系统)蓄积;而

2,4,6-TCP 为单酚结构,仅含三个氯取代基,其极性

和代谢速率更高.此外,TCS 的醚键(C-O-C)可参与

氧化应激反应,直接生成 ROS,而 2,4,6-TCP 主要通

过苯环羟基化代谢,毒性效应相对温和
[30]

.这种结构

差异解释了 TCS对氧化应激通路的更强激活能力. 

基于 Hub基因的分析发现,二者 Top10hub基因

存在较大差异,仅 70%相似,表明其致毒分子存在潜

在差异.在 TCS 网络中,src 是关键枢纽,参与细胞信

号转导与骨架重塑,并通过磷酸化调控神经元轴突

生长与突触可塑性;斑马鱼研究表明,src活性影响感

觉神经元导向及外周神经系统发育,进而干扰外界

刺激感知
[31]

.而在 2,4,6-TCP 网络中,关键枢纽基因

包括 cdc25b、top2a 和 cdk1.cdc25b 通过激活 cdk1

调控细胞周期进程,其异常表达可扰乱神经元分化

与迁移
[32]

;top2a 维持基因组稳定性,其功能缺失会

导致神经嵴细胞迁移障碍与神经元凋亡
[33]

;cdk1 作

为有丝分裂核心激酶,其活性异常影响神经干细胞

增殖与皮质发育
[34]

.这些结果进一步从分子互作层

面揭示了两者毒性机制的差异 

对于 Hub基因的 KEGG 富集分析显示,二者致

毒机制存在较大差异.TCS组 Top10Hub基因主要在

激素信号通路(Hormone signaling pathway)、NOD 样

受 体 信 号 通 路 (NOD-like receptor signaling 

pathway)、坏死性凋亡通路(Necroptosis pathway)等

通路富集.这一结果表明,TCS可能通过介导NOD样

受体通路过度激活及坏死性凋亡调控失衡,触发"神

经炎症-氧化应激-细胞死亡"级联反应,导致斑马鱼

出现运动行为异常、神经元分化障碍及发育畸形等

表型改变.同时,还可能通过调控 esr1 等靶点的表达

水平干扰雌激素稳态进而介导神经毒性效应.2,4, 

6-TCP Top10Hub 基因则主要富集与 Calcium 

signaling pathway和MAPK siganaling pathway.研究

发现 MAPK 信号通路与神经损伤高度相关.MAPK

信号通路是细胞内高度保守的核心信号转导通路,

与 200 余种通路存在调控联系.其在神经发育中至

关重要,参与神经前体细胞分化、神经元迁移及突触

形成,通过磷酸化级联反应调控神经干细胞命运与

突触可塑性
[35]

.在神经毒性中,该通路可被氧化应

激、炎症因子激活,介导神经元损伤信号传导与凋亡

启动.这一差异从分子层面进一步佐证了二者诱导

神经毒性的作用机制存在本质区别.该发现为深入

解析 TCS与 2,4,6-TCP的神经毒理学机制提供了关

键的分子靶点依据,也为环境污染物神经毒性的差

异化风险评估奠定了理论基础. 

关键 Hub 基因 RT-qPCR 实验则进一步说明

TCS 和 2,4,6-TCP 暴露干扰斑马鱼神经元发育、运

动行为和生理功能的机制,尽管二者对神经网络相

关的四大家族基因的调控模式相同,但二者对其家

族内部的亚基因作用不同. 

4  结论 

4.1  TCS 对斑马鱼 120hpf 幼鱼的半致死浓度

(LC50=0.591mg/L)低于 2,4,6-TCP(LC50=1.137mg/L),

表明其急性毒性更强.在发育毒性上,TCS 暴露组的

总畸形率达 63%,显著高于 2,4,6-TCP 暴露组(56%).

基准剂量分析进一步揭示,TCS 最敏感的致畸终点

为心包囊肿,并显著抑制体长与眼睛大小;而 2,4, 

6-TCP 最敏感的终点为卵黄囊面积.二者敏感终点

的分化提示其初始作用靶器官存在差异. 

4.2  TCS与2,4,6-TCP暴露均导致幼鱼运动距离与

平均速度显著下降(如高浓度 TCS 组运动距离下降

约 50%),并损害其对光暗刺激的反应能力.此行为异

常拥有共同的细胞与生化基础:二者均显著抑制神

经发育标记基因 elavl3的表达(荧光强度下降>50%),

诱导脑部细胞凋亡增加,并降低乙酰胆碱酯酶活性

(高浓度 TCS 组抑制率达 55%),且 TCS 对乙酰胆碱

酯酶活性的抑制强于 2,4,6-TCP,提示共有的神经毒

性机制可能产生协同风险. 

4.3  TCS 与 2,4,6-TCP 的化学根本差异,导致其激

活了不同的分子毒性网络.TCS 激活氧化应激与凋

亡通路,2,4,6-TCP干扰神经递质与MAPK信号.TCS

依赖 pparg、 casp3a 等基因富集 p53 通路 ,而

2,4,6-TCP通过 cdc25b、top2a调控细胞周期,70%的

Hub基因不重叠印证了结构导向的靶点特异性. 
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