
 程颖 等 | 三氯生和三氯卡班对斑马鱼幼鱼的免疫毒性比较 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Oct. 25, 2024, 40(10): 3765-3780 
DOI: 10.13345/j.cjb.230806 ©2024 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

资助项目：国家自然科学基金(32371705)；江苏省自然科学基金(BK20231341) 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (32371705) and the Natural Science 
Foundation of Jiangsu Province (BK20231341). 
*Corresponding author. E-mail: whuili@163.com 
Received: 2023-11-27; Accepted: 2024-04-01; Published online: 2024-09-13 

3765 生 物 工 程 学 报  

                                                               

三氯生和三氯卡班对斑马鱼幼鱼的免疫毒性比较 

程颖，詹海锋，倪安煜，刘兴成，闫瑾，王慧利* 

苏州科技大学 环境科学与工程学院，江苏 苏州 215009 
 

程颖 , 詹海锋 , 倪安煜 , 刘兴成 , 闫瑾 , 王慧利 . 三氯生和三氯卡班对斑马鱼幼鱼的免疫毒性比较[J]. 生物工程学报 , 
2024, 40(10): 3765-3780. 
CHENG Ying, ZHAN Haifeng, NI Anyu, LIU Xingcheng, YAN Jin, WANG Huili. Comparison of triclosan and triclocarban in 
triggering immunotoxicity in larval zebrafish[J]. Chinese Journal of Biotechnology, 2024, 40(10): 3765-3780. 

摘   要：三氯生(triclosan, TCS)和三氯卡班(triclocarban, TCC)作为两种高效的广谱杀菌剂被广泛使

用，尤其是在新冠肺炎疫情期间，然而其二次污染造成的健康风险备受关注。TCS 和 TCC 具有相

似的母核结构和高亲脂性特点，其对环境生物的毒性效应和致毒机制的差异尚不明晰，尤其是二

者的免疫毒性研究较少。本研究以脊椎动物斑马鱼为模型，比较二者在相同浓度暴露下(0.6 µmol/L)
的免疫毒性及其作用机制。结果发现，TCS 和 TCC 均能导致受精后 72 h (hours post fertilization, 
hpf)的斑马鱼受精卵孵化率低于 60%，对 120 hpf 幼鱼的致死率分别达 40%和 50%，并伴有抑制体

节生长、游囊关闭、心包水肿、卵黄囊肿淤积与吸收障碍等畸形，且 TCC 致畸程度显著高于 TCS。
TCS 暴露刺激固有免疫细胞增殖率为 20%，T 细胞减少了 35%，而 TCC 对固有免疫细胞和 T 细胞

分化均呈抑制作用，抑制率分别为 25%和 60%。实时荧光定量 PCR (real-time quantitative PCR, 
RT-qPCR)和 ELISA 的结果显示，TCS 和 TCC 分别致 il-1β、il-6 和 tnf-α炎症因子编码基因显著上

调，而二者对 il-10 和 IgM 的表达呈相反趋势，且均导致 C3 的表达下降。皮尔逊(Pearson)相关性分

析表明，发现 TCS 与 TCC 诱导的发育毒性与免疫细胞分化之间分别呈正相关和负相关，但二者均

与促炎因子表达量呈正相关。GO 功能和 KEGG 通路富集分析发现，TCS 与 TCC 作用靶分子富集在

不同的信号通路上，关键网络 hub 基因和富集的调控通路也有所不同。本研究为揭示 TCS 和 TCC
引发免疫毒性的不同机制提供了证据，并为二者所致健康风险的识别、预警和管理提供了理论参考。 
关键词：三氯生；三氯卡班；斑马鱼；免疫毒性；致毒机制 
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Comparison of triclosan and triclocarban in triggering 
immunotoxicity in larval zebrafish 
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School of Environmental Science and Engineering, Suzhou University of Science and Technology, Suzhou 215009, 
Jiangsu, China 
 
Abstract: As two efficient broad-spectrum sterilizing agents, triclosan (TCS) and triclocarban 
(TCC) are widely used, especially during the COVID-19 pandemic. The health risks caused by 
secondary pollution of TCS and TCC have aroused wide concern. Because of the similar mother 
nucleus structure and high lipophilicity, it remains unknown about the differences in the effect 
and mechanism of the toxicity (especially immunotoxicity) between TCS and TCC in organisms 
in the environment. In this study, we used zebrafish as a model to compare the immunotoxicity 
and mechanisms between the two pollutants at the same exposure concentration (0.6 µmol/L). 
The results showed that both TCS and TCC led to a hatching rate below 60% at the time point of 
72 hours post fertilization (hpf) and the mortality rates of 40% and 50% at 120 hpf in larval 
zebrafish, respectively. The zebrafish exposed to TCS and TCC displayed malformations, such as 
shortened body, swimming sac closure, pericardial edema, yolk cyst deposition, and absorption 
disorder. Moreover, the developmental abnormalities caused by TCC were significantly severer than 
those caused by TCS. TCS exposure increased the proliferation rate of innate immune cells to 20% 
and decreased the number of mature T cells by 35%, while TCC exposure inhibited the 
differentiation of both innate immune cells and T cells, with the inhibition rates of 25% and 60%, 
respectively. The results of real-time quantitative PCR (RT-qPCR) and ELISA showed that TCS and 
TCC exposure up-regulated the expression levels of il-1β, il-6, and tnf-α, while il-10 and IgM 
exhibited opposite expression patterns. Additionally, both compounds slightly decreased C3 
expression. The Pearson correlation analysis showed that the developmental toxicity induced by 
TCS and TCC had positive and negative correlations with the differentiation of immune cells, 
respectively. However, the toxicity induced by either TCS or TCC was positively correlated with 
the expression of pro-inflammatory cytokines. GO function and KEGG pathway enrichment 
analyses demonstrated that the target molecules of TCS and TCC were enriched in different 
signaling pathways, and the key network hub genes and the enriched regulatory pathways differed 
between TCS and TCC. The findings provide compelling evidence that TCS and TCC adopt 
different mechanisms in triggering immunotoxicity and offer a theoretical reference for the 
recognition, warning, and management of TCS and TCC-induced health risks. 
Keywords: triclosan; triclocarban; zebrafish; immunotoxicity; toxicity mechanism 

 
 

三氯生(triclosan, TCS)和三氯卡班(triclocarban, 
TCC)作为高效广谱性杀菌剂，被广泛应用于医

药和精细化工等领域 [1]。其大量频繁使用产生

的“二次污染”已构成生态环境隐患 [2]。尽管

2016−2019 年美国食品和药品管理局(Food and 
Drug Administration, FDA)陆续禁止在部分卫生
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产品如手皂、沐浴露、临床护理用品、洗手液

和牙膏中使用 TCS，但全球许多大公司仍将其

添加到高端产品中，并在全球畅销，引领卫生

产品的潮流。在 2022 年，全球 TCS 的市场规模

为 4.35 亿元。美国销量第四的高露洁道达尔®牙

膏中 TCS 含量为 0.3%[3]。TCC 在欧美国家中的

使用历史已长达 45 年，目前美国 TCC 年产量大

约为 4.54×105 t，保守估计世界范围 TCC 的年使

用量大概为 7.5×105 t[4]。由于 TCC 具有活性高、

脂溶性强、对光和热稳定，一旦附着于皮肤，

不易冲洗，因此可以持续发挥杀菌的效果[5]。

而发展中国家不良的卫生系统使原污水大量释

放到地表水，使二者的污染程度加剧 [6]。TCS
的光解产物为稳定的氯代中间体，如 2,4-二氯

苯酚、2,4,6-三氯苯酚、2,8-二氯代二苯并二噁

英 (2,8-dichlorodibenzo-p-dioxin, 2,8-DCDD) 、
2,7-二氯代二苯并二噁英 (2,7-dichlorodibenzo- 
p-dioxin, 2,7-DCDD)，也能产生羟基化二氯代二

苯并呋喃；炎热夏季还会与水中氯离子反应，形

成三氯甲烷[7]，或被生物体甲基化为 TCS-CH3
[8]

等。其转化产物稳定性和毒性高于母体，且部

分具“三致”作用。 
研究发现 TCS 和 TCC 在污水、污泥等环

境介质中被广泛检出[9-10]。尤其在新冠大流行期

间，杀菌消毒等卫生类防护产品的大量频繁使

用，致使两者在医院废水和生物污水中的检出浓

度显著升高[11]。其中，在河流[12-14]、沉积物[15]、

底泥[16]中均检出不同浓度的 TCC 和 TCS。由于

TCC 和 TCS 均具亲脂性(logKow 值分别为 4.90、
5.46)，故有较强的生物蓄积、生物放大作用，研

究者在水藻、鱼虾，甚至 80%妇女的乳汁和脐带

血中均检出 0.08−16 000.00 ng/g TCS[17-18]。二者

在部分产品中的禁用未减轻其生态污染与健康

风险，长期作用于生态系统引发的慢性毒性、

生物蓄积、生物放大及多种药物共存的“加和作

用”对人类健康和生态安全构成威胁。 
由于二者化学结构近似于非固醇类激素，与

典型的内源激素干扰剂多氯联苯、多溴联苯醚和

双酚 A 等结构的相似性可预测其潜在的(抗)雄
或雌激素效应的可能。体内外实验也证实了二者

具有典型的环境内分泌干扰效应[19]，扰乱激素

水平，诱导脂质代谢紊乱。由于二者高效的杀菌

作用，长期暴露于 TCC 和 TCS 的环境浓度下，

干扰脊椎动物的肠道菌群结构，降低肠道益生微

生物的丰度和多样性[20-21]，通过肠-肝轴导致糖

脂代谢紊乱，诱发肥胖、非酒精性脂肪肝和肝炎

等[22]。通过肠-脑轴导致暴露生物的运动和神经

行为异常，诱发神经毒性[23-24]。TCC 通过影响

细胞周期进程等破坏小鼠卵母细胞的成熟，产

生生殖毒性[25]，长时间接触大量的 TCC 可能引

起动物的肝肾功能的损伤[26]，改变氧化应激水

平[27]，诱发免疫毒性。TCC 也可以破坏雌激素

受体的信号传导[28]，增加人体细胞中控制睾酮

的基因表达[29]，产生内分泌干扰作用。TCC 和

TCS 均能造成 DNA 的断裂损伤，产生遗传毒

性[30-31]。综上，基于二者相似的母核结构和高亲

脂性特点，其产生上述毒性效应的作用途径、作

用靶点及分子机制是否存在差异这一问题尚不

明晰，尤其是二者的免疫毒性研究较少，因此，

本文以脊椎模式生物斑马鱼为模型，从不同层次

上系统地评价了 TCS 和 TCC 对免疫毒性的影

响，并比较二者诱导免疫毒性的差异和致毒机制

的不同，以期为两者的风险预警、管控和环境标

准制定提供参考，并为污染性疾病认知、预防和

精准靶向诊疗提供重要的理论指导。 

1  材料与方法 
1.1  实验试剂及仪器 

试剂：TCS (99.0%)和 TCC (99.0%)分别购

自上海西格玛奥德里齐贸易有限公司和北京索
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莱 宝 科 技 有 限 公 司 ； 放 射 免 疫 沉 淀 测 定

(radioimmunoprecipitation assay, RIPA)裂解液

和焦碳酸二乙酯(diethyl pyrocarbonate, DEPC)
水购自上海西格玛奥德里齐贸易有限公司；中

性红和苏丹黑 B 购自上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；第一链 cDNA 合成试剂盒和 Trans 
Start@ Green qPCR Super Mix 试剂盒购自北京

全式金生物技术有限公司；丙酮、乙醇购自无

锡展望化工试剂有限公司。 
仪器：体式显微镜(奥林巴斯)、台式低温高

速离心机(艾本德股份公司)、制冰机(宁波特朗

普仪器有限公司)、涡旋混合器(上海医科大学仪

器厂)、F6/F10 手持式高速匀浆机(上海净信科

技公司)、Step OnePlus™ Real-Time PCR System 
(赛默飞世尔科技有限公司)。 

1.2  实验动物 
受试生物斑马鱼 AB 品系和 Tg (coro1a:EGFP)、

Tg (rag2:DsRed)转基因斑马鱼品系购于中国科学

院武汉水生所，根据参考文献报道的方法[10]进行

斑马鱼饲养、繁殖和胚胎收集。实验动物均按

苏州科技大学学术伦理审查委员会的规定(批准

号：USTS2024017)进行处理。设置对照组为含

0.01%丙酮溶剂的胚胎培养液，0.6 µmol/L TCS
处理组和 0.6 µmol/L TCC 处理组，暴毒方式模

拟环境接触方式采用体外浸药暴露，药物含在

循环水中。每隔 12 h 更换 1 次染毒液以维持暴

露浓度，连续暴露 5 d。每个处理组 4 hpf 胚胎为

48 枚，设置 3 次生物重复，样本总量为 144 枚，

实验实施中每处理组设置 3 次技术重复。 

1.3  幼鱼巨噬细胞的中性红染色 
将各处理组发育 72 hpf 的幼鱼随机且等

量放入 12 尾于 6 孔板中，加入中性红染液    
(2.5 μg/mL)，28.5 ℃避光环境下孵育 7 h 后，用

1% tricaine 麻醉幼鱼后在体视显微镜下观察巨

噬细胞的数量，记录平行 3 个技术重复并拍照。 

1.4  幼鱼性粒细胞的苏丹黑 B 染色 
将各处理组发育 72 hpf 的幼鱼随机且等量

放入 12 尾于 1.5 mL 无菌离心管中，低温麻醉

后加入 4%多聚甲醛(polyformaldehyde, PFA)溶
液固定过夜，用磷酸缓冲液(phosphate buffered 
saline, PBS)清洗 2 次，加入苏丹黑 B 染液避光

染色 40 min，用 70%乙醇避光清洗幼鱼至表面

无色后用 PBS 复水，然后记录平行 3 个技术重

复的中性粒细胞并拍照。 

1.5  总 RNA 提取和 RT-qPCR 定量免疫因子

变化 
根据文献报道的斑马鱼 RNA 提取方法[11]，

收集各处理组发育至 120 hpf 的幼鱼各 50 尾，

根据逆转录试剂盒的操作说明书逆转录合成

cDNA 后，根据 TransStart Green qPCR Super 
Mix 试剂盒操作要求配制 RT-qPCR 反应体系，

放入 Thermofisher 实时定量 PCR 仪器循环，每

处理组 3 次技术重复。循环终止后，下载记录

数据。 

1.6  ELISA 检测体液免疫因子的含量和活性 
随机收集各处理组 50 尾 120 hpf 幼鱼于 

1.5 mL 的 EP 管中，用 PBST 缓冲液清洗 2−5 次；

用 RNase-free 枪头吸取 120 µL RIPA (RIPA lysis 
buffer)裂解液于各组幼鱼的 EP 管中，冰浴中匀

浆破碎后 4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min，取上

清液于新的 EP 管中，用于补体 C3 和免疫球蛋

白 M (immunoglobulin M, IgM)检测。所有步骤

均按照 ELISA 试剂盒(H186-1-2、H109-1-2，南

京建成生物工程研究所)中的说明书进行，并建

立标准曲线计算含量，表示为 μg/mL。 

1.7  TCS 和 TCC 作用靶标分子预测和功能

分析 
利用 ChemDraw 20.0 软件构建 TCC 和 TCS

的化学结构式，导入 Pharm Mapper 进行作用靶

标分析的预测，将筛选出的靶标蛋白导入 String
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数据库(https://cn.string-db.org/)进行蛋白-蛋白互

作分析后，将结果再导入 Cytoscape 3.7.2 窗口，

基于 CytoHubba 0.1 插件筛选 hub 基因，导入

R4.2.0 进行 hub 基因富集网络的功能分析。 

1.8  数据统计分析  
通过单因素方差分析和 Dunnett 检验，分

析处理组与对照组间各生物学指标的显著差

异，以 P<0.05 (*)、P<0.01 (**)或 P<0.001 (***)
表示显著性水平。数据统计分析和图表绘制使

用 GraphPad Prism 7.0、R 4.2.0 作图软件。 

2  结果与分析 
2.1  TCS 和 TCC 急性暴露导致斑马鱼胚胎

发育异常 
在斑马鱼胚胎急性暴露过程中，实时观察

记录 12、24、72、96、120 hpf 这 5 个发育阶段

不同处理组斑马鱼的胚胎/幼鱼形态(图 1A、1B)。
TCS 和 TCC 暴露均导致斑马鱼胚胎发育异常，

具有明显的致畸作用，主要表现为胚胎发育延

迟、眼睛减小、心包囊肿、体轴弯曲、游囊关

闭等，TCC 引起幼鱼体长明显变短，其致畸效

应明显比 TCS 更严重(图 1C、1D)。与对照组相

比，TCS 和 TCC 组斑马鱼胚胎的孵化率和累计

存活率均显著降低，对照组 120 hpf 幼鱼存活率

90%以上，TCS 暴露组幼鱼存活率低于 60%，

TCC 暴露组幼鱼存活率低于 50%，对照组 72 hpf
胚胎孵化率接近 100%，而 TCS 和 TCC 组孵化

率均低于 60%，在 96 hpf 胚胎才趋于完全孵化

(图 1E、1F)，表明 TCS 和 TCC 暴露推迟了胚

胎孵化。 

2.2  TCS 和 TCC 暴露对幼鱼免疫细胞分

化和成熟的影响 
利用转基因斑马鱼 Tg (coro1a:EGFP)、Tg 

(rag2:DsRed)分别观察先天免疫细胞和获得性

T 细胞在鱼体内的分布和数量变化。在 72 hpf

的对照组幼鱼中，先天免疫细胞正常分布在鱼

的躯干、尾部、中枢神经系统、胸腺和肾脏中。

TCS 和 TCC 处理组幼鱼中先天免疫细胞与对照

组相比分别呈现上升和下降趋势(图 2A)，尤其

在幼鱼躯干部造血组织区域变化趋势更明显。

图 2B 量化了 Tg (coro1a:EGFP)中免疫细胞的数

量，结果显示，TCS 诱导固有免疫细胞数量显

著上升(P<0.01)，而同等浓度 TCC 诱导免疫细

胞数量显著下调(P<0.05)，二者对免疫细胞数量

影响呈现显著的差异水平(P<0.001)。 
为进一步验证上述实验结果，利用中性红

和苏丹黑 B 分别进行 72 hpf 幼鱼巨噬细胞和中

性粒细胞染色并对结果用 image J 进行量化。巨

噬细胞染色(图 2C)及量化(图 2D)结果显示，

TCS 处理组幼鱼脑部巨噬细胞数量与对照组相

比显著增多(P<0.05)，而 TCC 处理组相对于对

照组幼鱼脑部巨噬细胞数减少(P<0.05)。类似

地，中性粒细胞染色(图 2E)及量化(图 2F)结果

显示，TCS 处理组在幼鱼尾部造血组织区域中

性粒细胞显著增多(P<0.05)，而 TCC 处理组与

对照组相比在造血组织的中性粒细胞显著减少

(P<0.01)。利用转基因斑马鱼 Tg (rag2:DsRed)
追踪胸腺 T 细胞的成熟(图 2G)并对结果进行量

化(图 2H)。对照组 120 hpf 幼鱼胸腺处分化成

熟较多的 T 细胞(红色荧光标识)。相反，在 TCS
和 TCC 处理组中，幼鱼胸腺 T 细胞的数量呈下

降趋势(P<0.05, P<0.01)，表明二者均抑制了免疫

T 细胞的分化，表明二者在发育早期对继发免疫

细胞的变化趋势影响不同或不同的严重程度。 

2.3  TCS 和 TCC 诱导斑马鱼免疫相关功能

基因和生物标志物的异常变化 
基于上述利用免疫细胞的特异性染色和两

种免疫细胞标记的转基因斑马鱼，证实了 TCS
和 TCC 对细胞免疫的影响，为了探究二者对体

液免疫的影响差异，RT-qPCR 结果显示，与对照 
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图 1  TCS 和 TCC 暴露诱导斑马鱼发育毒性   A−B：暴露 12−120 hpf 斑马鱼发育情况. C−D：120 hpf
幼鱼畸形情况和畸形率量化结果. E：120 hpf 幼鱼存活率. F：72 hpf 幼鱼孵化率. ***：P<0.001 
Figure 1  Developmental toxicity of zebrafish induced by TCS and TCC. A−B: Development of zebrafish 
exposed to 12−120 hpf. C−D: Deformity of larvae at 120 hpf deformity rate and quantitative results. E: The 
survival rate of larvae at 120 hpf. F: The hatching rate of larvae at 72 hpf. ***: P<0.001; one-way analysis of 
variance (ANOVA).  
 
组相比，TCS 暴露诱导促炎因子基因 i l -1β 
(P<0.001)、il-10 (P<0.01)、il-6 (P<0.05)和 tnf-α 
(P<0.001)转录水平均显著升高(图 3A−3D)，TCC
暴露诱导炎症因子基因 il-1β (P<0.001)、il-6 
(P<0.05)、tnf-α (P<0.001)的转录水平上调，但

显著抑制了 il-10 基因表达(P<0.01，图 3B)。
ELISA 酶联免疫实验检测补体 C3 和 IgM 浓度，

与对照组相比，TCS 处理组 120 hpf 幼鱼的补体

C3 含量显著减少(P<0.05) (图 3E)，而增加了

IgM 含量(P<0.01) (图 3F)。TCC 处理组对补体 
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图 2  TCS 和 TCC 对斑马鱼免疫细胞数量的影响   A：暴露 5 dpf 的 Tg (coro1a:EGFP)的巨噬细胞和

中性粒细胞. 绿色荧光点表示阳性巨噬细胞和中性粒细胞. B：免疫细胞数量量化. C：5 dpf 斑马鱼头部

巨噬细胞. D：巨噬细胞数量量化. E：5 dpf 斑马鱼中性粒细胞分布. F：中性粒细胞数量量化. G：暴露

5 dpf 的 Tg (rag2:DsRed)的 T 细胞. H：Tg (rag2:DsRed)平均荧光强度量化. *：P<0.05；**：P<0.01；***：
P<0.001  
Figure 2  The impact of TCS and TCC on the number of immune cells in zebrafish. A: Macrophages and 
neutrophils of Tg (coro1a:EGFP) exposed at 5 dpf, with green fluorescent dots indicating positive 
macrophages and neutrophils. B: Quantification of immune cell numbers. C: Macrophages in the head of    
5 dpf zebrafish. D: Quantification of macrophage numbers. E: Distribution of neutrophils in 5 dpf zebrafish. 
F: Quantification of neutrophil numbers. G: T cells of Tg (rag2:DsRed) exposed at 5 dpf. H: Quantification 
of average fluorescence intensity of Tg (rag2:DsRed). *: P<0.05; **: P<0.05; ***: P<0.001; One-way 
analysis of variance (ANOVA).  
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图 3  TCS 和 TCC 诱导斑马鱼免疫指标异常   A−F：il-1β (A)、il-10 (B)、il-6 (C)、tnf-α (D)、补体

C3 (E)、IgM (F)表达水平. ns：无显著差异；*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 3  TCS and TCC induce abnormal immune parameters in zebrafish. A−F: Expression level of il-1β 
(A), il-10 (B), il-6 (C), tnf-α (D), complement C3 (E) and IgM (F). ns: No significant difference; *: P<0.05; 
**: P<0.05; ***: P<0.001; One-way analysis of variance (ANOVA).  
 
C3 的抑制作用无显著差异(P>0.05)，但对 IgM
的产生有极显著抑制效果(P<0.001)。由此可知，

TCS 和 TCC 暴露幼鱼 il-1β、il-6 和 tnf-α 因子

基因变化趋势一致，其他免疫因子 il-10、C3 和

IgM 表达变化则相反，预示二者在体液免疫毒

性上可能存在不同的作用模式。 
为进一步研究 TCS 和 TCC 诱导免疫毒性

的差异，对 TCS 和 TCC 暴露的发育毒性效应与

免疫细胞分化、炎症因子表达变化和炎症标志物

变化之间进行了 Pearson 相关性分析。结果显示，

TCS 引起的发育毒性效应与固有免疫细胞分化

呈高度正相关(图 4 左)，而 TCC 诱发的发育毒

性与固有免疫细胞分化呈负相关(图 4 右)，但与

促炎因子表达量均呈正相关。表明 TCS 和 TCC
尽管对免疫细胞有不同的作用和变化，但最终

均可使促炎因子上调，从而导致炎症反应。 

2.4  TCS 和 TCC 作用靶基因 GO 功能分类

和富集的 KEGG 信号通路分析 
基因本体论(gene ontology, GO)功能分类

是在某一功能层次上统计基因或蛋白的数目和

组成，可分为分子功能、生物过程和细胞组成

3 个部分。京都基因和基因组百科全书(Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes, KEGG)代谢

通路富集分析可以挖掘靶基因可能参与的生物

信号通路，可以阐明污染物具体通过哪些生物

信号通路诱发相应毒性和导致的表观现象。TCS 
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图 4  TCS 和 TCC 暴露下异常生理生化指标的相关性分析   左侧的数值为相关系数大小和相关性强

弱分级，左下部分为 P 值 
Figure 4  Correlation analysis of abnormal physiological and biochemical indexes after TCS and TCC 
exposure. The values on the left side of the figure represent the correlation coefficient and the classification 
of correlation strength, while the values in the lower left part indicate the P value. 
 
和 TCC作用靶标基因富集的 KEGG代谢通路分

析(P<0.05)显示，二者作用靶基因大量富集在

“甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢” “半胱氨酸和蛋

氨酸代谢” “酪氨酸代谢” “Β-丙氨酸代谢” “色氨

酸代谢”等氨基酸及其衍生物的代谢通路，但涉

及的具体氨基酸种类不同(图 5A、5B 红框标识)。
此外，TCS 可能还影响“糖酵解/葡萄糖异生” “脂
肪酸降解” “脂肪酸生物合成” “戊糖磷酸通路”
等的糖脂代谢过程。TCS 和 TCC 作用靶标基因

的 GO 功能分析(P<0.05)显示，TCS 作用靶基因

较多富集在“含碱基的小分子代谢过程”和“嘌

呤代谢过程”等通路，而 TCC 作用靶基因多涉

及“细胞氨基酸生物合成过程”和“细胞氨基酸

代谢过程”。上述结果表明二者作用靶基因在功

能分类和富集的作用信号通路不同(图 5A、5B)。
Hub 基因是指在网络中具有广泛连接和调控其

他基因的中心节点，使用 hub 基因计算方法可

以帮助了解基因调控网络中的重要调控机制和

关键基因，及其在生物学过程中发挥的重要作

用、介导蛋白质之间的互作。在通路中为主导

地位调控的基因，也称之为枢纽基因，是污染物

重要的作用靶点和研究热点。为了比较二者作用 
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图 5  TCS和 TCC作用靶基因的功能分析   TCS (A)和 TCC (B)富集排名前 20 的 KEGG 通路以及 TCS 
(C)和 TCC (D)靶基因 GO 分析 
Figure 5  Functional analysis of TCS and TCC target genes. Top 20 enriched KEGG pathways based on TCS 
(A) and TCC (B) enrichment and GO analysis of target genes for TCS (C) and TCC (D). 
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靶基因中 hub 基因的异同，利用 Cytoscapa 和

Cytohubba 插件在线(https://cn.string-db.org/cgi/ 
input?sessionId=btnIJ1IPN1ts&input_page_active_ 
form=multiple_identifiers)筛选二者各自作用靶

基因中的 hub 基因，结果表明从 TCS 作用靶基

因中筛选出 cth、pgam1b、shmt1、ahcy、acacb、
gpib、prps1b、adh8a、gcdha、acadl、mtap、mat2ab、
aldh6a1 共 13 条 hub 基因，从 TCC 作用靶基因

中筛选出 hmgcs1、gad1b、echs1、mri1、gss、got1、
cth、cad、gpib、npl 共 10 条 hub 基因(图 5C、

5D)。除了 cth 和 gpib 基因二者相同外，其他

hub 基因均不同，此结果也表明二者的调控网

络枢纽基因不同，调控的信号通路和介导的蛋

白互作网络也存在差异。 

3  讨论 
TCS 和 TCC 为环境持久性内分泌干扰物，

由于其脂溶性高，在环境生物体内具有生物蓄

积和生物放大作用，在特殊的环境条件下可以

转化为二噁英类致畸致癌产物，具有代谢增毒

效应，对环境生物代谢、免疫和内分泌系统产

生重大影响[32]。本研究利用斑马鱼模型生物，

研究和比较了 TCC 和 TCS 对斑马鱼幼鱼体发

育和免疫功能的毒性作用。首先，观察统计了

亚致死剂量的 TCS 和 TCC 暴露对斑马鱼的发

育毒性。在此基础上进一步研究发现 TCS 和

TCC 对斑马鱼固有免疫系统的毒性效应存在一

定差异或者表现出不同的严重程度，但二者均

能通过作用于免疫系统介导炎症发生，相关性

分析结果显示炎症反应和免疫缺陷可能是导致

斑马鱼发育异常的关键因素之一。最后通过对

TCS 和 TCC 作用靶标预测、筛选所得的枢纽靶

基因进行功能分析和富集通路研究，揭示了

TCS 和 TCC 潜在的致毒机制存在差异，但具体

作用的信号通路有待于进一步阐明。 

胚胎是各器官发育的起源，机体的后天生

长和存活状态与胚胎早期发育密切相关，生命

早期致畸效应的研究可用以评估污染物对生物

个体发育的影响[33]。0.6 µmol/L 的 TCS 或 TCC
急性暴露至 120 hpf 时，可观察到明显的畸形现

象，但二者对胚胎发育不利影响的严重程度不

同，其表观效应与致毒机制间的关系也有待于

深入探讨。 
斑马鱼属于硬骨鱼，其个体发育主要依赖

于先天性免疫，而获得性免疫系统发育较差[34]。

早期先天性免疫系统的发育对于抵御病原微生

物感染环境污染物胁迫至关重要。已被证实通

过刺激先天免疫系统导致病理后果[35-36]。本研

究通过免疫细胞的特异性染色探究 TCS 和 TCC
对斑马鱼免疫细胞分化和形成的影响，发现其

先天免疫系统在防御相同浓度的 TCS 和 TCC
胁迫时表现出不同的免疫反应。TCS 在一定程

度上激活了先天免疫系统，致使先天免疫细胞

数量增多以响应炎症反应，而 TCC 抑制了斑马

鱼先天免疫细胞的分化、产生和发育，使先天

免疫细胞数量减少，难以抵抗病原微生物感染

和环境胁迫。有研究指出，低浓度 TCS 暴露导

致炎症反应，而高浓度 TCS 暴露会损害胸腺的

适应性免疫功能[37]。因而在探究 TCS/TCC 暴露

对斑马鱼个体发育和免疫功能影响时，有待于

进一步设置浓度梯度暴毒和环境相关浓度进行

致毒效应研究和致毒机制研究。 
RT-qPCR 和 ELISA 检测发现 TCS、TCC 暴

露改变了斑马鱼炎症相关标记基因的 mRNA 表

达水平并导致补体 C3 和 IgM 两种免疫功能指

标异常。il-1β、il-6 和 tnf-α 基因分别编码促炎

性 细 胞 因 子 白 细 胞 介 素 -1β (interleukin-1β, 
IL-1β)、白细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)和肿

瘤坏死因子(tumour necrosis factor, TNF-α)，三

者均为炎症反应中的重要细胞因子，可以促进



 
 

程颖 等 | 三氯生和三氯卡班对斑马鱼幼鱼的免疫毒性比较 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3777 

炎症反应过程中的细胞增殖、细胞介导免疫反

应以及促进组织修复和再生 [38-41] 。高水平

IL-1β、IL-6 和 TNF-α 可以导致炎症反应过度，

从而造成机体损伤[41]。IL-10 是公认的炎症与免

疫抑制因子，IL-10 转录激活标志着机体免疫激

活，而 IL-10 的缺失会导致过度持续的免疫激

活，对免疫系统造成损伤[42]。TCS、TCC 的暴

露均会引起斑马鱼的炎症反应，先天免疫系统

在二者的刺激下对炎症反应的响应能力存在差

异。此外依据 IL-10 的转录水平可以推测，TCS
刺激了斑马鱼的先天免疫系统，抗炎因子释放

以响应炎症反应，而 TCC 暴露后造成 IL-10 缺

失，持续的免疫激活造成了严重的多器官损伤

或“免疫风暴”。进一步探究 C3 和 IgM 发现，

二者均引起斑马鱼免疫紊乱，但 TCC 急性暴露

引起斑马鱼免疫细胞凋亡、缺失，导致炎症反

应过度持续，对鱼体造成的损伤更为严重。此

外，研究发现 TCS 和 TCC 暴露造成的免疫系统

异常均与斑马鱼的发育畸形高度相关，表明二者

可能通过攻击免疫系统介导斑马鱼个体发育。 
为了进一步探究 TCS 和 TCC 诱导免疫毒

性的机制差异，本研究对 TCS 和 TCC 进行预

测与分析，探究其诱导免疫毒性的潜在机制。

对 hub 基因筛选及调控功能网络富集分析发

现，TCS 和 TCC 作用的靶基因与糖、脂、氨基

酸及其他小分子物质的合成代谢存在关联。多

组学研究结果表明，由 TCS 和 TCC 诱导的小

鼠肝、肠炎症状态与生物基质中代谢谱的变化

相关[43]。免疫系统中的活动需要大量能量和合

成物质支持，磷酸戊糖途径是细胞内葡萄糖代

谢的一个重要途径，提供包括免疫细胞在内的

多种细胞活动所需的能量和原料[44-45]。脂肪酸

作为重要的能量来源和信号分子，在免疫细胞

的发育、功能和免疫应答中扮演着重要的角色，

而丙酮酸作为脂肪酸代谢的重要产物之一具有

产生酮体作为替代能源供给的功能，乙醛酸则

是乙醇代谢的中间产物，主要涉及酒精摄入后

的代谢过程[46-48]。此外，近期还有研究发现乙

醛酸与丙酮酸组合后会产生新的一种 α-酮酸循

环，为氨基酸的合成提供一条平行于现有代谢

机制的天然途径[48]。适当的氨基酸供应支持免

疫细胞的增殖、分化和功能，有助于维持免疫

系统的正常功能[44]。富集结果表明，TCS 和 TCC
均影响一些氨基酸的合成代谢过程，但二者涉

及的具体氨基酸途径不同。氨基酸代谢的破坏可

致免疫反应异常，免疫细胞增殖和分化障碍，炎

性反应、细胞因子的异常产生和免疫记忆受损，

对多个生理功能产生广泛而复杂的影响[44,49-50]。

来自啮齿动物模型的证据表明，虽然 TCS 和

TCC 具有相似的分子结构特征，但它们对不同

器官的毒性作用却存在较大差异，原因可能是

其在体内的吸收、新陈代谢和分布不同[51]。本

研究分析结果显示 TCS 可能对多种物质的合成

代谢过程产生广泛影响，而相比之下，TCC 更

侧重于影响各种氨基酸的合成代谢过程，相同

的是二者均可能通过引起代谢紊乱这一分子起

始事件来介导炎症反应，并最终导致个体的损

伤或死亡。 

4  结论 
急性暴露于 0.6 µmol/L TCS 和 TCC 中均会

导致斑马鱼胚胎发育延迟、孵化率下降以及幼

鱼不同程度的畸形，且相同剂量下 TCC 的毒性

作用更强。TCS 和 TCC 暴露影响了斑马鱼免疫

系统的正常生理功能，TCS 会刺激斑马鱼的先

天免疫系统，导致免疫细胞的活化和促炎细胞因

子的释放，同时促进免疫调节细胞因子 IL-10 的

产生以平衡炎症，进而抵抗 TCS 对机体的侵害。

而 TCC 会抑制斑马鱼生命早期先天免疫系统的

发育，造成其体内的免疫细胞数量不足的同时
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还影响机体急性期反应物的合成，免疫反应过度

持续进而引起免疫紊乱，导致自卫失败甚至死

亡。深入分析发现 TCS 和 TCC 可能通过代谢紊

乱进而影响免疫细胞的正常活动。总之，这项研

究初步探索了 TCC 和 TCS 两种内分泌干扰物分

别对斑马鱼的免疫毒性效应及潜在的分子机制，

有望为进一步的环境风险评估提供理论参考。 
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