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四种有机溶剂对斑马鱼眼睛发育的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 评估乙醇、异丙醇、丙酮和二甲基亚砜四种有机溶剂对斑马鱼胚胎发育,尤其是眼睛发育的

影响,为其作为溶剂在斑马鱼眼睛疾病模型研究中提供参考。 方法　 将发育至 12 hpf 斑马鱼胚胎暴露于 0. 5%乙

醇、1%异丙醇、1. 5%丙酮和 2. 5%二甲基亚砜至 72 hpf,观察其存活率、致畸率及眼睛发育状况。 结果　 对照组和

乙醇、异丙醇、丙酮、DMSO 暴露组存活率分别为 96%和 93%、90%、90%、86%。 对照组斑马鱼幼鱼形态正常,而有

机溶剂暴露组则出现了不同程度形态变化如心包水肿、出血、卵黄缺损和身体弯曲等。 其中,以 DMSO 致畸作用最

严重,乙醇的致畸作用最弱。 方差分析显示,斑马鱼幼鱼眼睛长度 /身体长度比值在有机溶剂暴露组和对照组之间

没有显著差异;但是 DMSO 暴露组斑马鱼幼鱼眼睛面积 /身体面积比值显著低于其他组。 另外与对照组相比,四种

有机溶剂暴露组的视网膜分层均为正常,乙醇、异丙醇、丙酮暴露组视锥细胞、视杆细胞和视网膜神经元细胞信号

正常,但 DMSO 暴露组各细胞信号均较弱。 结论　 因此,在以斑马鱼为模型动物进行眼睛疾病的相关研究时,我们

应谨慎选择有机溶剂作为药物或其他化学受试品的溶解载体,并且应该进行预实验来确定其最佳使用浓度。
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Effects of four carrier solvents on eye development in zebrafish embryos
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To study the effects of four organic solvents, including methanol, isopropanol, acetone,
and dimethyl sulfoxide (DMSO), on the development of zebrafish embryos, especially eye development, and provide clues
for their use in zebrafish studies. Methods 　 Zebrafish embryos ( 12 hours post-fertilization) were exposed to 0. 5%
ethanol, 1% isopropanol, 1. 5% acetone, and 2. 5% DMSO for 60 hours. The survival rate, eye size, gross morphological
changes, and retinal histological features were observed. Results　 The survival rates of the control group and the groups
exposed to ethanol, isopropanol, acetone, and DMSO were 96%, 93%, 90%, 90%, and 86%, respectively. The



morphology of the zebrafish was normal in the control group, whereas there were morphological changes, such as pericardial
edema, hemorrhage, yolk defect, and body bending, in the solvent-treated groups. Specifically, DMSO induced the most
severe changes, and ethanol the least. Variance analysis showed that there was no significant difference in the ratio of eye
length to body length between the organic solvent-treated groups and the control group, but the ratio of the eye area to body
area in the group treated with DMSO was significantly lower than that in other groups. In addition, compared with the
control group, the retina stratification in the group treated with four organic solvents was normal. The signals of cone cells,
rod cells, and retinal neurons in the ethanol, isopropanol, and acetone exposed groups were normal, but the signals of each
cell were weak in the group treated with DMSO. Conclusions　 Therefore, we should carefully select the solvent carrier for
zebrafish studies and perform preliminary experiments to determine the safest concentration.

【Keywords】　 organic solvents; safest concentration; zebrafish; eye development

　 　 据统计,目前全球大约有超过 2. 8 亿人存在视

力损害和失明如白内障、青光眼、老年性黄斑变性

和糖尿病视网膜病变等[1],但其发病机制尚不清

楚,而且目前尚无有效治疗药物。 因此,理想的眼

病动物模型对于了解其发病机制和开发新的治疗

药物非常重要。 斑马鱼是一种发现于印度和巴基

斯坦水域的热带鱼,具有繁殖力强、体外发育快、透
明胚胎等优点[2-3],是一种应用颇为广泛的模式动

物[4-5]。 研究表明,斑马鱼的药物反应和药物代谢

与人类的具有很高的相似性[6-7]。 另外,斑马鱼作

为药物筛选模型时,其给药方式简单,通常将待筛

选样品溶于斑马鱼胚胎培养液中,通过扩散或吸收

进入胚胎发挥作用[3]。 因此,其已被越来越多地用

于筛选眼睛疾病治疗药物和评估药物相关的眼毒

性当中。
然而,由于许多药物或化合物表现出较差的水

溶性,往往需要有机溶剂来溶解以保证适当的生物

利用率和暴露浓度,且一些研究指出有机溶剂本身

也可能表现出一定的毒性效应[8]。 因此,评估有机

溶剂对斑马鱼胚胎发育,尤其是眼睛发育的影响在

斑马鱼眼睛疾病研究中具有一定价值。 本研究以

四种常用的有机溶剂包括乙醇、丙酮、异丙醇和二

甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,DMSO)处理斑马鱼胚

胎,并观察它们对斑马鱼胚胎,尤其是眼睛发育的

影响,为其作为溶剂在斑马鱼眼睛疾病模型研究中

提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

实验所用斑马鱼为野生 AB 系性成熟成年(20 ~
24 周龄)斑马鱼由贵州医科大学贵州省再生医学重

点实验室所赠,体重约 350~400 mg。 其养殖和繁殖

标准参考 Westerfield[9]和《实验用斑马鱼养殖地方标

准的初步探讨》 [10] 所述方法进行。 生长温度(28±
1)℃,照明 14 h / 10 h 光 /暗交替,雌雄分开喂养,定时

饲以 Larval AP100(Zeigler 公司)。 斑马鱼卵是从性

成熟成年斑马鱼的养殖中获得的。 傍晚将 3~4 对性

成熟斑马鱼按雌雄 1 ∶1或 1 ∶2的比例放入交配缸中,
用隔板隔开,次日早晨光照 10 min 后撤掉挡板,收集

受精卵。 受精卵清洗和消毒后,放入含有 0. 2%(w /
v)亚甲基蓝的培养液中于 28℃控光培养。 本研究中

所有动物实验均严格遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

试剂乙醇、丙酮、异丙醇和 DMSO(分析纯)购于

西龙化工股份有限公司;麻醉剂 Tricaine 购于 Sigma
公司;小鼠抗 ZPR1 抗体、小鼠抗 ZPR3 抗体、小鼠抗

ZN12 抗体购于 ZRIC 斑马鱼资源中心;荧光标记山

羊抗鼠 IgG 抗体购于 Invitrogen 公司;体视镜 stemi-
200c(德国蔡司公司);激光共聚焦显微镜 TCS SP8
DIVE(德国徕卡公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 斑马鱼胚胎处理

研究显示,斑马鱼眼睛的发育始于受精后 12 h
(hpf, hours post fertilization)由前脑外翻形成视囊,大
约 72 hpf 时眼睛的形态结构发育几乎全部完成并具

有视觉功能[11]。 同时,根据参考文献设定各个有机

溶剂的浓度[12]。 因此,本研究收集 12 hpf 胚胎 120
枚分别置于含有机溶剂 0. 5%乙醇、1. 5%丙酮、1%异

丙醇和 2. 5% DMSO 的胚胎培养液中培养至 72 hpf,
每种有机溶剂 30 枚胚胎。 对照组 30 枚胚胎仅用胚

胎培养液培养。 每组实验重复 3 次。 72 hpf 后,统计

并观察胚胎的存活率和畸形率及眼睛的形态结构。
1. 3. 2　 斑马鱼眼睛大小的观察

斑马 鱼 胚 胎 生 长 至 72 hpf 后, 以 0. 05%
Tricaine 溶液麻醉并固定后,用体视镜 stemi - 200c
所带成像系统拍照,并用 AxioVison 软件测量斑马鱼
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眼睛和身体长度。 体长为从头部顶端到躯干末端

(不包括尾鳍);眼睛长度为眼睛长轴前部至后部。
同时,测量斑马鱼眼睛和身体面积,测量时本研究

首用 AxioVison 软件将斑马鱼眼睛和身体区域圈定

之后利用工具栏的 Measure 功能进行面积计算得到

面积数值。 为了更加准确的评估斑马鱼眼睛大小

的变化,本研究计算了眼睛长度和身体长度的比值

(眼睛 /身体长度比)及眼睛面积和身体面积的比值

(眼睛 /身体面积比)。 由于 DMSO 组斑马鱼幼鱼的

身体弯曲使其长度较难测量,所以仅仅测量了眼

睛 /身体面积比值。

表 1　 不同有机溶剂暴露组斑马鱼胚胎的存活率和致畸率
Table 1　 Survival and teratogenicity rate in zebrafish embryos treated with different solvents

观察指标
Observed indexes

对照
Control

乙醇
Ethanol

丙酮
Methanol

异丙酮
Isopropanol

二甲基亚砜
DMSO

存活率 Survival rate 96% 93% 90% 90% 86%
心包水肿 Pericardial edema 0 0 0 0 16%

出血 Hemorrhage 0 0 3% 13% 10%
身体弯曲 Body curvature 0 6% 16% 10% 20%
卵黄缺损 Yolk defect 0 0 0 0 3%

1. 3. 3　 斑马鱼眼睛免疫组织化学染色

斑马 鱼 胚 胎 生 长 至 72 hpf 后, 以 0. 05%
Tricaine 溶液麻醉,4% PFA 固定,室温下依次用

15%蔗糖和 30%蔗糖脱水 2 h,然后依次置于 25%、
50%、75%和 100%包埋剂 OCT 中各处理 2 h,包埋

组织后用冷冻切片机切片(约 6 μm),置于防脱载

玻片上,37℃切片干燥 15 min,1%牛血清白蛋白室

温封闭 1 h,加一抗 ZPR1(1 ∶500)或 ZPR3(1 ∶500)
或 ZN12(1 ∶500)4℃孵育过夜;PBS 清洗 3 次后,加
荧光标记山羊抗鼠 IgG 室温孵育 2 h;PBS 清洗 3
次。 细胞核用 4′,6 -二脒基- 2 -苯基吲哚(4′,6-
diamidino-2-phenylindole,DAPI)染色。 盖上盖玻片

置于激光共聚焦显微镜下观察染色情况,并应用

Image J 软件计算各组平均荧光强度。 其中,ZPR1
为视锥细胞标记抗体,ZPR3 为视杆细胞标记抗体,
Zn12 为视网膜神经元细胞标记抗体。
1. 4　 统计学方法

应用 SPSS 14. 1 统计软件处理数据,多组间的

比较采用方差分析,两组间定量资料的比较采用 t
检验。 P<0. 05 差异具有统计意义。

2　 结果

2. 1　 四种有机溶剂中斑马鱼胚胎的畸形率和死

亡率

斑马鱼胚胎生长至 72 hpf 后,结果显示,对照组

和四种有机溶剂乙醇、丙酮、异丙醇、DMSO 暴露组

的存活率分别为 96%和 93%、90%、90%、86%。 其

中,以 DMSO 暴露组斑马鱼幼鱼的存活率最低,但
差异不具有统计学意义(见表 1)。 对照组斑马鱼幼

鱼形态正常,而有机溶剂暴露组则出现了不同程度

形态变化如心包水肿、出血、卵黄缺损和身体弯曲

等(见表 1、图 1)。 其中,以 DMSO 致畸作用最严

重,导致的心包水肿、出血、卵黄缺损和身体弯曲的

发生率分别为 16%、10%、20%和 3%;乙醇的致畸作

用最弱,仅 6%表现为身体弯曲。

注:A:对照斑马鱼幼鱼(72 hpf);B、C 和 D:溶剂中暴露组斑马鱼

幼鱼(72hpf)异常表现,包括心包水肿(黑色箭头)、出血(蓝色箭

头)、体曲(红色箭头)和卵黄缺损(紫色)。

图 1　 有机溶剂对斑马鱼胚胎的致畸作用

Note. A,The control zebrafish larvae (72 hours post-fertilization) had
well-developed body and head regions. B, C, and D,Abnormalities in
embryos exposed to different solvents. Abnormalities included
pericardial edema (black arrows), hemorrhage (blue arrows), body
curvature (red arrows), and yolk defects (purple) .

Figure 1　 Teratogenic effects of solvents on zebrafish embryos
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2. 2　 四种有机溶剂对斑马鱼眼睛大小的影响

结果发现,对照组斑马鱼幼鱼( n = 30)眼睛长

度 /身体长度比值为(0. 090±0. 006),眼睛面积 /身
体面积比值为(0. 066±0. 006);乙醇处理组斑马鱼

幼鱼(n = 30)眼睛长度 /身体长度比值为(0. 087 ±
0. 045), 眼 睛 面 积 /身 体 面 积 比 值 为 ( 0. 058 ±
0. 007);异丙醇处理组斑马鱼幼鱼(n = 30)眼睛长

度 /身体长度比值为(0. 091±0. 006),眼睛面积 /身
体面积比值为(0. 065±0. 006);丙酮处理组斑马鱼

幼鱼(n = 30)眼睛长度 /身体长度比值为(0. 090 ±
0. 003), 眼 睛 面 积 /身 体 面 积 比 值 为 ( 0. 056 ±
0. 008);DMSO 处理组斑马鱼幼鱼(n = 30)眼睛面

积 /身体面积比值为(0. 041±0. 004)。 方差分析显

示,斑马鱼幼鱼眼睛长度 /身体长度比值在有机溶

剂暴露组和对照组之间没有显著差异;但是 DMSO
暴露组斑马鱼幼鱼眼睛面积 /身体面积比值显著低

于其他组(P<0. 05,见图 2)。

注:CN:正常对照组;ETH:乙醇暴露组;ISO:异丙醇暴露

组;MET:丙酮暴露组;DMSO:二甲基亚砜;∗P<0. 05。

图 2　 不同有机溶剂暴露组斑马鱼幼鱼(72 hpf)眼 /
体长度比值和眼 /体面积比值

Note. CN, contrl group. ETH, ethanol exposed group. ISO,

isopropanol exposed group. MET, methanol exposed group.

DMSO,dimethyl sulfoxide exposed group,∗P<0. 05.

Figure 2　 Eye to body length and area ratio in embryos
treated with different solvents

2. 3　 四种有机溶剂对斑马鱼眼睛视网膜的影响

为了观察有机溶剂对斑马鱼视网膜发育的影

响,组织免疫荧光染色显示,与对照组相比,四种

有机溶剂暴露组的视网膜分层均为正常 (见图

3),但 DMSO 暴露组视锥细胞排列紊乱(见 E3)。
两组间 t 检验显示,乙醇、异丙醇、丙酮和 DMSO 暴

露组视杆细胞(Zpr3)和视网膜神经元细胞(Zn12)

平均荧光强度较正常组显著减低(P<0. 05),而暴

露组视锥细胞( Zpr1) 平均荧光强度较正常组减

低,但仅有乙醇和 DMSO 暴露组差异具有统计学

意义(P<0. 05)(见图 4)。

注:DAPI 细胞核染色显示,对照组(A-1)和有机溶剂暴露组(B-

1、C-1、D-1 和 E-1)视网膜均分离成 3 个核层,包括内核层、外核

层和神经细胞层。 Zpr1(视锥细胞)、Zpr3(视杆细胞)、Zn12(视

网膜神经元细胞)免疫组化染色显示,视锥细胞、视杆细胞和神

经元细胞在 DMSO 暴露组明显异常(E-2、E-3 和 E-4),其他有机

溶剂暴露在组和对照组则未有明显改变。

图 3　 不同有机溶剂暴露组斑马鱼幼鱼(72 hpf)
视网膜细胞免疫荧光染色

Note. DAPI staining for nuclei showed the lamination of the retina.

As in the control group ( A-1), the retinas in the solvent-treated

groups ( B-1, C-1, D-1, and E-1 ) were segregated into three

nuclear layers, including ONL, INL, and GCL. Zpr1 (cone cell),

Zpr3 ( rod cell ), and Zn12 ( retinal neurons ) immunostaining

showed the cone photoreceptors (A-2, B-2, C-3, D-3, and E-3),

cod photoreceptors (A-4, B-4, C-4, D-4, and E-4), and neurons

(A-5, B-5, C-5, D-5, and E-5) . The results showed there were no

differences in cone photoreceptors, cod receptors, or neurons

between the solvent-treated groups and control group, except thinner

laminations of the retina were observed after treatment with 2. 5%

DMSO.

Figure 3　 Immunostaining of retinal cells in embryos
treated with different solvents
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注:CN:正常对照组;ETH:乙醇暴露组;ISO:异丙醇暴露组;

MET:丙酮暴露组;DMSO:二甲基亚砜。 Zpr1:视锥细胞;

Zpr3:视杆细胞;Zn12:视网膜神经元细胞;∗P<0. 05。

图 4　 各组视锥细胞、视杆细胞和神经元

细胞免疫荧光染色荧光强度

Note. CN, Control group. ETH, ethanol exposed group. ISO,

isopropanol exposed group. MET, methanol exposed group.

DMSO, dimethyl sulfoxide exposed group. Zpr1, cone cell.

Zpr3, rod cell. Zn12, retinal neurons,∗P<0. 05.

Figure 4　 Fluorescence intensity of immunofluorescence
staining of cones, rod cells and neurons in each group

3　 讨论

由于眼睛发育与人类的相似性及在药物筛选

方面的优势,斑马鱼越来越多地被用于人类眼睛疾

病发病机制研究及治疗药物的筛选和研发。 但是

通常情况下,很多药物不能溶解于水中,需要载体

如有机溶剂乙醇、丙酮等运输至动物体内。 本研究

观察了四种有机溶剂乙醇、甲醇、异丙醇和 DMSO
对斑马鱼胚胎发育尤其是眼睛发育的影响。 结果

发现,斑马鱼胚胎在该四种有机溶剂中暴露至 72
hpf 的存活率均高于 50%,这与之前的研究结果相

似[13]。 本研究还发现,不同有机溶剂对斑马鱼幼鱼

的形态存在不同程度的影响,乙醇影响最小,仅表

现为身体弯曲,DMSO 影响最大,可导致幼鱼出现心

包水肿、出血、卵黄缺损和身体弯曲等异常。 但是,
本研究中观察到的致畸效应比之前的研究更严

重[12],可能是由于本研究中有机溶剂暴露时间较长

所致。 另外,由于本研究未肉眼观察到有机溶剂暴

露组和对照组幼鱼间眼睛形态的差异,所以测量了

其眼睛的大小及眼睛长度 /身体长度比值和眼睛面

积 /身体面积比值。 结果发现,DMSO 暴露组的眼 /
体面积比值显著降低。 综上结果,本研究发现有机

溶剂 DMSO 对斑马鱼存活及生长发育的影响很大,
提示本研究在进行以斑马鱼为动物模型的相关研

究中,最好不要选用 DMSO 作为药物或其他受试化

合物的溶剂。
斑马鱼视网膜由三层组成,包括内核层、外核

层和神经节细胞层,其中感光细胞主要位于外核

层,而神经节细胞位于靠近晶状体的内核层[13]。 本

研究显示,有机溶剂暴露的斑马鱼视网膜分为内核

层、外核层和神经节细胞层,无明显的分层缺陷。
但是,DMSO 暴露组视网膜结构较其他组薄。 同时,
除 DMSO 外,其余三种有机溶剂对视网膜视锥细

胞、杆状细胞和神经元细胞发育的影响较小。
据文献报道,胚胎乙醇暴露会影响视觉功能的

发展,因此斑马鱼是胎儿酒精综合征研究非常有价

值的动物模型[14]。 然而,本研究未发现乙醇暴露的

斑马鱼胚胎眼睛发育有明显的形态学变化和视网

膜发育缺陷。 这可能是由于本研究中所使用的乙

醇浓度低所致。 另外的研究表明,乙醇在低浓度下

会影响感光细胞功能,而不引起视网膜形态的异

常[15]。 遗憾的是,由于经费有限,本研究中既未设

置不同乙醇浓度暴露组,也未评估斑马鱼的视觉功

能,所以本研究不知道 0. 5%乙醇暴露或更低的浓

度是否会影响视觉功能。 因此,在乙醇作为有机溶

剂载体时,需要测试不同浓度乙醇对视觉功能的

影响。
综上所述,本研究中所检测的有机溶剂乙醇、

丙酮和异丙醇可分别在 0. 5%、1. 5%和 1%水平下作

为斑马鱼胚胎的载体溶剂而不会对其造成明显影

响。 然而,不同的实验环境,鱼的种类和胚胎不同

的发育时期等因素都可能对有机溶剂的安全性产

生影响[16]。 因此,本研究应谨慎选择有机溶剂作为

药物或其他化学受试品的溶解载体,并且应该进行

预实验来确定其最佳使用浓度。
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