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摘要! 为研究纳米硒对斑马鱼胚胎毒性大小!使用光镜和电镜等技术对硒代蛋氨酸和纳米硒

进行了比较研究$ 结果显示!纳米硒粒子的粒径分布均匀!平均粒径约 27 B<$ 纳米硒在斑马

鱼受精后 86 和 123 A 的半数致死浓度分别为 011: 和 716:

!

</05'&而 2'7硒代蛋氨酸在斑马

鱼受精后 86 和 123 A 的半数致死浓度分别为 601/2 和 79166

!

</05'$ 此外!在斑马鱼受精后

123 A!纳米硒和 2'7硒代蛋氨酸的半数致畸浓度分别为 /120 和 99122

!

</05'$ 研究表明!在

直接暴露的条件下!纳米硒的毒性要大于 2'7硒代蛋氨酸$

关键词! 斑马鱼& 纳米硒& 2'7硒代蛋氨酸& 半数致死浓度& 孵化率

中图分类号! *867444444444444 文献标志码'&

44硒是人和动物所必需的微量元素"具有重要

的生理作用( 缺硒可引起畜禽多种疾病"如鸡

的渗出性素质病"猪的肝脏坏死和牛+羊的肌肉

营养不良等"并可导致生长发育迟缓"繁殖力下

降( 但硒的有益剂量和毒性剂量之间范围狭

窄"超过临界浓度则毒性很强"所以对硒的代谢

和改性#</F>O>4=N>/B$研究就显得十分重要"纳

米技术的兴起给我们提供了新的科研思路( 23

世纪 63 年代诺贝尔物理奖获得者 (3?B<=B 在

美国物理年会上作了极富预见性的报告!若从

原子和分子水平上控制物质"将会出现新的作

用力和新的应用效应( 这一阐述启发我们将纳

米技术结合应用到水产动物营养研究"以提高

硒等微量元素的生物利用度( 研究发现"纳米

硒作为直径小于 133 B<的粒子
)1*

"具有特殊的

理化性质和低毒的特点"引起了广泛的关注(

近年来"国内外学者开展了纳米硒在肉鸡+仔猪

和小鼠上的应用研究
)2 5/*

"结果表明"纳米硒与

硒代蛋氨酸的生物活性相同"但相比而言"纳米

硒毒性更低( 然而"尽管亚硒酸钠+酵母硒+硒

代蛋氨酸等在水产动物上有应用研究"但是目

前纳米硒在水生动物中的应用和相关毒性评价

研究仍鲜见( 斑马鱼 #6,*$% #(#$%$作为一种模

式动物"在科学研究和化学物安全评估中广泛

使用"鉴于此"本研究以斑马鱼胚胎为实验对

象( 前期研究已证明"硒代蛋氨酸在各种硒化

合 物 中 具 有 最 佳 的 生 物 利 用 度

# H>/=S=>0=H>0>N?$

)9*

"所以本实验以 2'7硒代蛋氨

酸作为参比"研究和评价纳米硒对斑马鱼胚胎

的毒性"旨在为水产动物毒理学理论的扩充奠

定基础"同时也为纳米硒在水产动物营养中的

应用奠定理论基础(

14材料与方法

'(')实验材料

实验用产胚胎的成年斑马鱼为 &9品系"养

殖系统为美国 &VE=N>4+=H>N=ND公司的全封闭循

环系统"纳米材料的分析和表征采用 %=B/7:*型

激光粒度仪#英国马尔文公司$和 !,Q712/3 型透

射电子显微镜#日本电子公司$"胚胎观察和计数

采用 %>U/B *Q:1733 型体式显微镜#上海千欣仪

器有限公司$( 试剂均为分析纯"购于上海生物



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

444 水4产4学4报 /0 卷

工程股份有限公司(

'(;)实验方法

纳米硒的制备与表征44参照 :A=BC 等
)7*

的方法进行纳米硒的制备"2 <C 牛血清白蛋白

#9*&$加入到 7 <'含有 23 <</05'还原型谷胱

甘肽#8*+$和 7 <</05'%=

2

*3"

/

的溶液中"调

节 I+到 013 =017"得到纳米硒"测定粒径并

表征(

斑马鱼胚胎毒性实验44斑马鱼的养殖环境

水温 2: P"光照周期为 19'A132( 在光照周期里

光照的第 1 个小时内收集胚胎"弃去未受精和发

育不良的胚胎以及粪便等杂质"剩余的胚胎清洗

后加入培养液"放入光照培养箱中培养至约 6 AIO

#A/EMDI/DN7O3MN>0>Y=N>/B"AIO$"在体式显微镜下挑

选发育正常的受精胚胎备用(

参照 Q=等
)6*

的方法进行硒浓度的初次设定

和预实验"结合预实验设定纳米硒的浓度梯度为

3+2+9+6+: 和 13

!

</05'"2'7硒代蛋氨酸的浓度

梯度为 3+23+93+63+:3 和 133

!

</05'( 将挑选

得到的胚胎进行暴露处理"无菌 86 孔细胞培养板

每孔中分别加入 233

!

'含有不同浓度和形态硒

的培养液"每排#12 个孔$为 1 个重复"每个处理

设 / 个重复"每孔中随机放入一个健康胚胎( 为

了避免溶剂蒸发改变硒的浓度"86 孔板用保鲜膜

封好"放入 2: P光照培养箱进行培养( 接着连续

观察 7 F"每天记录胚胎的情况"包括死亡+畸形+

孵化等现象"实验期间不换水(

统计每个处理组在 86 和 123 AIO的胚胎死亡

率以及在 123 AIO的胚胎畸型率( 死亡率5J B死

亡胚胎数5实验胚胎数 >133"畸型率5J B畸型胚

胎数5实验胚胎数 >133"其中畸型胚胎数为各种

畸型累计值"用 *6**软件进行分析"并用 "M>C>B

:13 软件进行非线性拟合"得到纳米硒与 2'7硒

代蛋氨酸的半数致死浓度 #'-

73

$和半数致畸浓

度#G-

73

$(

24结果

;(')纳米硒的制备与表征

纳米硒平均粒径约 27 B<#图 1$"纳米硒粒

子分布均匀#图 2$(

;(;)斑马鱼毒性实验

2种硒溶液毒性'-

73

和G-

73

44通过光镜观

察"实验过程中可见不同浓度硒溶液暴露条件下

斑马鱼胚胎产生的典型畸型#图 /$"其中包括体

轴弯曲 # &Q$+心包水肿 # 6,$+ 卵黄囊水肿

#K,*$+游囊膨胀不全##*9$等(

图 ')硒纳米粒子粒径分布

-./(')>F78.̀7:.836.?A3.141G4941 8̂7274.A0

图 ;)纳米硒粒子的透射电子显微观察

-./(;)>+a 0.#61/695F1G4941 8̂7274.A0

44斑马鱼胚胎在纳米硒和 2'7硒代蛋氨酸溶

液中孵育至 86 和 123 AIO时"统计每个浓度下

的死亡率( 畸型胚胎数的统计是累计畸型率"

在 123 AIO时为全部畸型数与死亡个数的总和"

从而得到相应的畸型率( 从图 9 和图 7 可以看

出"随着硒浓度及作用时间的增加"纳米硒和硒

代蛋氨酸导致斑马鱼死亡的胚胎数以及畸型的

胚胎数都呈现增加趋势"通过计算得出纳米硒

在 86 AIO的 '-

73

为 011:

!

</05'"在 123 AIO的

'-

73

为 716:

!

</05''2'7硒代蛋氨酸在 86 AIO

的 '-

73

为 601/2

!

</05'"在 123 AIO的 '-

73

为

79166

!

</05'( 此外"在 123 AIO时纳米硒的

G-

73

为 /120

!

</05'"而 2'7硒代蛋氨酸的 G-

73

为 99122

!

</05'(

61:1
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图 <)纳米硒致斑马鱼胚胎的主要畸型表型

#=$对照组!在 123 AIO时"大部分斑马鱼胚胎可以明显地观察到游囊呈现打开状态"没有可观察到的畸型表型' # H$硒处理组!斑马

鱼胚胎中可以明显观察到各种畸型表型的胚胎"包括体轴弯曲#&Q$ +心包水肿#6,$ +卵黄囊水肿#K,*$ +游囊膨胀不全##*9$

等' #4$硒处理组!一部分胚胎孵化后死亡' # F$硒处理组!一部分胚胎无法孵化而死亡

-./(<)%941 8̂7274.A0 .4:A#7:3F709.45F7413J571G̀7?69G.8F70?6J18

#=$4/BNM/0!=N123 AIO"</DN/OY3HM=O>DA 3<HM?/D>BO0=N3F NA3DW>< H0=FF3MDE443DDOE00?1%/ =HB/M<=0IA3B/N?I3W=D/HD3MS3F' # H$

D303B>E<NM3=N<3BN!&HB/M<=0IA3B/N?I3DW3M3/HD3MS3F /HS>/ED0? >B I=MND/OY3HM=O>DA 3<HM?/D"DE4A =D=@>=0<=0O/M<=N>/B #&Q$ "

I3M>4=MF>=03F3<=#6,$ "?/0U7D=43F3<=#K*,$ "EB>BO0=N3NA3DW><H0=FF3M##*9$ "3N4' #4$D303B>E<NM3=N<3BN!6=MND/OY3HM=O>DA 3<HM?/D

F>3F =ON3MA=N4A>BC' # F$D303B>E<NM3=N<3BN!6=MND/OY3HM=O>DA 3<HM?/DF>3F H3O/M3A=N4A>BC

图 C)纳米硒和 $N̂硒代蛋氨酸诱导斑马鱼胚胎至 bE 和 ';Z F5G的致死曲线

-./(C)g7?69G.8F70?6J18) #14#743693.14̂016392.3J 67293.148F.5?J 7L518A67.4

4941 8̂7274.A0 94:$N̂872741073F.14.4793bE 94:';Z F5G#67857#3.K72J

图 D)纳米硒和 $N̂硒代蛋氨酸诱导斑马鱼胚胎至 ';Z F5G的致畸曲线

-./(D)g7?69G.8F70?6J18) #14#743693.14̂ 092G16093.1467293.148F.5?J

7L518A67.44941 8̂7274.A0 94:$N̂872741073F.14.4793';Z F5G

01:1
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/4讨论

硒在动物的多种生理活动中扮演着重要的角

色"其毒性往往依赖其化学形式+种类以及动物自

身的生理状态+营养水平等
)0*

( 纳米硒作为一种

新型硒的形式受到了广泛的关注"与其他形式的

硒比较"纳米硒 '2

73

更高"更加安全(

本实验得出的结果显示纳米硒对斑马鱼胚胎

的 '-

73

#86 和 123 AIO$均比有机硒 #2'7硒代蛋

氨酸$小"此外在 123 AIO时"纳米硒的 G-

73

也显

著减少( 这个结果与大部分实验结果相反"究其

原因"其他动物实验中所得到的 '2

73

#半数致死

剂量$"一般是通过灌胃
)9*

+日粮添加
)/*

等处理方

式"而本实验是通过在胚胎的培养液中添加不同

浓度的硒来开展( 本实验中的半数致死浓度是衡

量存在于水中的不同形式的硒对斑马鱼胚胎毒性

大小的重要参数"结果显示其致死效应与受试动

物斑马鱼胚胎暴露时间有着密切关系"不同的暴

露时间会使不同总量的硒进入到斑马鱼胚胎"从

而产生相应的致死效应( 无机硒和有机硒具有不

同的吸收特征和代谢途径
):*

"而纳米硒作为纳米

粒子的一种"具有纳米粒子特殊的理化性质
)2*

"

所以纳米硒的吸收特征可能既不同于普通的无机

硒"也不同于有机硒"需要进一步的验证( '>

等
)0*

以青
"

#E#AT$,).,/$5()$为实验动物"开展了

纳米硒和无机硒的毒性实验"结果因为纳米硒具

有更高的体内聚积性而具有更强的毒性"其 '-

73

小于无机硒"与本实验的结果相吻合"这也在

G-

73

的结果中得到了进一步证实( 同时"王华

丽
)9*

用相同硒含量的不同粒径的纳米硒进行小

鼠灌胃研究"结果显示"尽管不同粒径的纳米硒处

理之间无显著性差异"但小尺寸的纳米硒较中尺

寸和大尺寸的纳米硒具有更强的肝脏积累趋势(

研究表明"硒化氢是硒在动物体内硒甲基化代谢

的一个关键的中间物
)8*

"其毒性要比氰化氢大

133 倍
)13*

"本实验所用的纳米硒平均粒径为

27 B<"属于小尺寸的纳米硒粒子"这也可能因为

在相同的时间内更多的纳米硒进入了斑马鱼胚胎

中"促进了硒的甲基化代谢"从而产生了更多的中

间产物硒化氢"使其毒性进一步增强"并且硒化氢

的积累可能会产生其他一些与硒相关的不利

影响
)8*

(

硒中毒已经在不同动物试验中进行了研究"

而生长延迟被认为是动物硒中毒的一个主要特

征"本实验结果也证实了这一点( 究其原因为硒

调节减少了生长激素和生长调节素 -的产生"以

及降低了胰岛素样生长因子结合蛋白和胰岛素样

生长因子7

&

的合成来延缓动物生长
)11*

( 研究表

明
)12*

"9: =02 A 是斑马鱼胚胎发育的孵化期"胚

胎在这段时期里陆续孵化( Q=等
)6*

用不同浓度

的亚硒酸钠处理斑马鱼胚胎"结果显示硒暴露会

影响斑马鱼胚胎发育率"并且影响其生长发育(

与本实验中观察到的随着纳米硒浓度的升高"孵

化率呈现明显的下降趋势相吻合( 而在日本鹌鹑

#3%/-#*$>;,5%*$&,$上的研究同样发现"相对高剂

量的硒喂食母鹌鹑也会降低其受精蛋的孵

化率
)1/*

(

研究发现"在低硒浓度下"硒在生物体内扮演

着微量营养素的角色"合成一系列必需的化合

物
)13*

"而硒已知的生理生化功能是通过至少 1/

种以硒代半胱氨酸形式结合的硒蛋白来行使的"

硒能够代替蛋氨酸中的硫来合成其类似物"即硒

代蛋氨酸
)8*

( 但当细胞中有一个更高的硒浓度

时"过量的硒还将发生一些其他的反应( 细胞中

的硒化物能够和氨基酸上可利用的硫形成暂时的

价键"这些氨基酸随后合成到各种酶和蛋白上(

由于硒化物的结合改变了这些蛋白的三级结构"

它们将不能行使其正常的功能
)13*

( 并且动物不

能将硒代蛋氨酸与蛋氨酸区分开来"也将合成大

量的含硒蛋白"这些过量硒模拟含硫酶和含硫结

构蛋白的存在可能导致动物胚胎畸型和胚胎毒

性
)8*

( 在本实验的硒处理组斑马鱼胚胎发生了

体轴弯曲+心包水肿+卵黄囊水肿和游囊膨胀不全

等畸型表型( #D=<>等
)19*

用硒处理鼠胚胎"所有

胚胎也都表现出形态异常甚至畸型( 进一步说明

本实验得到纳米硒对斑马鱼胚胎孵化率的影响也

可能是影响了斑马鱼胚胎的发育从而导致了孵化

率的下降(

纳米硒是单质硒"属于特殊的无机硒( 无机

硒可以在动物体内转化成有机硒"从而进行下一

阶段的硒代谢( 研究表明"甲硒醇是硒 5甲基硒

代半胱氨酸和硒代蛋氨酸在体内代谢的可能硒代

谢产物
)17*

"并已有研究表明甲硒醇通过氧化应激

损伤线粒体"产生细胞色素 -释放到胞质中"从

而激活半胱天冬酶级联反应和细胞凋亡
)16*

( 本

研究表明"在直接暴露的条件下"纳米硒的毒性要

:1:1
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大于 2'7硒代蛋氨酸( '>等
)0*

的研究也同样发

现"水环境中添加相同浓度硒"纳米硒在青
"

体内

也有一个更高的聚集性( 鉴于此"纳米硒毒性要

大于 2'7硒代蛋氨酸的另一个可能原因是高浓度

硒促进产生了更多硒代谢产物甲硒醇"从而促进

了细胞凋亡( 当然"具体确切的作用机制还需要

深入研究(
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