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摘要: 草甘膦是全球范围内生产与使用量最大的除草剂ꎮ 虽然草甘膦制剂被分于低毒等级ꎬ但是许多研究显示其对动物的生

理、行为表达具有广泛的干扰作用ꎮ 本研究将中华鳖胚胎暴露于不同浓度的草甘膦铵盐溶液以评估草甘膦除草剂对其胚胎

发育及孵出幼体表型及生理表现的影响ꎮ 结果显示:一定浓度范围(5~5 000 mg􀅰L￣1 )内ꎬ草甘膦铵盐对中华鳖胚胎发育速率、
孵出幼体大小、游泳能力、肝脏甘油三酯含量、超氧化物歧化酶活性、丙二醛含量以及热激蛋白 70 mRNA 相对表达量无显著

影响ꎮ 结果表明:一定浓度范围草甘膦除草剂暴露对中华鳖胚胎发育的影响较小ꎬ不改变孵出幼体的表型及其生理表现ꎮ
关键词: 草甘膦ꎻ中华鳖ꎻ超氧化物歧化酶活性ꎻ丙二醛含量ꎻ热激蛋白 70 表达水平
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Many studies have shown that glyphosate and its commercial formulations have widespread effects on
the physiological and behavioral performances of animals, despite being classified as low￣level toxicity. In aquatic
vertebrates, toxicity evaluation of glyphosate mainly focuses on fish and amphibians; however, knowledge of detri￣
mental effects in reptiles is very limited. Here, we exposed eggs of Chinese soft￣shelled turtle (Pelodiscus sinensis)
to five different concentration treatments (0, 5, 50, 500 and 5 000 mg􀅰L￣1) of glyphosate￣ammonium and measured
the locomotor performance, activity level, and some hepatic physiological indicators (triglyceride level, superoxide
dismutase activity, malonaldehyde content, and relative mRNA expression of heat shock protein 70) of hatchlings to
assess potential impacts of embryonic exposure to glyphosate herbicide on embryonic development and hatchling
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phenotypes and physiological performances in this species. Within the range of 5￣5 000 mg􀅰L￣1, glyphosate￣ammo￣
nium exposure did not affect the hatching success and incubation period of P. sinensis eggs. Except for activity lev￣

� el, other examined hatchling traits could not be affected by glyphosate￣ammonium exposure, possibly due to the
low toxicity of glyphosate.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: glyphosate￣ammonium; Pelodiscus sinensis; superoxide dismutase; malonaldehyde; heat shock protein

� 70 expression

　 　 草甘膦ꎬ英文名 glyphosateꎬ学名 N￣(膦酰基甲基)
甘氨酸ꎬ商品名农达(Roundup)ꎬ分子式 C3 H8 NO5 Pꎬ是
全球范围内最为普遍使用的一种广谱性有机磷除草

剂ꎬ其通过茎叶吸收进入植物体内ꎬ抑制氨基酸的生

物合成ꎬ干扰光合作用ꎬ从而使有害杂草枯死[1]ꎮ 草

甘膦纯品为白色固体ꎬ水溶性差ꎬ实际生产中通常制

成易溶于水的草甘膦胺盐ꎮ 草甘膦是全球生产应用

最大的除草剂ꎬ约占全球除草剂总用量的 30% ꎮ 虽

然我国转基因农作物种植少ꎬ草甘膦国内需求量较

小ꎬ但我国是草甘膦最大生产国ꎬ产量占全球 80%
以上[2]ꎮ 虽然草甘膦在自然水体中降解快速ꎬ但部

分残留物及其降解产物容易被水底沉积物吸附ꎮ 据

报道ꎬ在美国一些河流中草甘膦残留浓度达到 2.2
mg􀅰L￣1[3]ꎻ而我国太湖水体中被检出的草甘膦含量

最高可达 15 mg􀅰L￣1[4]ꎮ
草甘膦的安全性仍存在争议ꎬ美国环保署等在

内的多个研究机构将其毒性分在低毒等级[5]ꎮ 低剂

量草甘膦处理甚至会显示出刺激生长效应[6]ꎮ 在草

甘膦制剂生产实践中ꎬ为提高其除草效率常添加表

面活性剂作为助力剂ꎬ应用中的草甘膦制剂的毒性

主要源自于表面活性剂ꎮ 草甘膦制剂的急性毒性效

应在不同动物类群中存在较大差异[7￣11]ꎮ 例如ꎬ一些

蛙类蝌蚪和鱼类 24 h 或 48 h 的半数致死浓度(me￣
dian lethal concentration, LC50 ) 为 2. 4 ~ 18. 1 mg􀅰
L￣1[8￣10]ꎻ克氏原螯虾(Procambarus clarkii)幼体 48 h 的

� LC50值则为 4.06×103 mg􀅰L￣1[11]ꎮ 草甘膦与其他农

药、重金属等污染物具交互作用而显示联合毒

性[12￣13]ꎮ 许多研究表明草甘膦是一种典型的环境内

分泌干扰化合物(endocrine disrupting chemical)[14￣15]ꎮ
草甘膦制剂被认为具有抗雄激素活性(antiandrogen￣
ic activity)ꎬ可竞争结合雄激素受体(androgen recep￣
tor)ꎬ诱导改变雄激素受体蛋白表达ꎬ引起雌激素水

平增加而导致个体雌性化[16]ꎻ草甘膦制剂还可能具

有肥胖效应ꎬ长期给老鼠注射低剂量草甘膦制剂可

能会引起肝脏脂类的积累而导致脂肪肝[17]ꎮ 此外ꎬ
在针对鱼类的测试中发现ꎬ一定剂量的草甘膦处理

会引起鱼类生理代谢方面的改变ꎮ 例如ꎬ草甘膦制

剂处理导致银鱼(Rhamdia quelen)肝脏中葡萄糖含

� 量的减少ꎬ脑中乙酰胆碱脂酶活性降低ꎬ但肌肉中葡

萄糖、脂质过氧化物等含量增加ꎬ肝脏和肌肉乳酸增

加等一系列的反应[18]ꎮ 金鱼(Carassius auratus)在不

� 同浓度的草甘膦制剂中静态暴露后ꎬ肝脏羟基信号

强度和丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量增加ꎬ但
超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)活性降

低ꎻ而动态暴露后肝脏羟基信号增加ꎬMDA 含量随

时间先增加后降低[19]ꎮ
草甘膦对水生动物毒理的研究主要集中于鱼

类、两栖类动物[7￣9,18￣21]ꎬ很少有涉及水生或半水生爬

行动物(龟鳖类和鳄类)ꎮ 龟鳖类爬行动物是一个特

化类群ꎬ许多种类存活时间很长ꎮ 它们生活于含有

农药残留的水体环境时ꎬ残留物可能在其体内不断

累积ꎬ因而对其造成长期的毒害[22]ꎮ 仅有的几例研

究显示:草甘膦制剂能够影响红耳滑龟(Trachemys
scripta elegans)胚胎发育ꎬ虽然在较低浓度处理下孵

� 出个体变化不明显ꎬ但高浓度下孵出个体较小[23]ꎻ其
他一些杀虫剂(例如氯丹、反式九氯、二氯二苯三氯

乙烷)可能改变红耳滑龟孵出幼体的大小和性别[24]ꎮ
中华鳖野外分布很广ꎬ在我国、日本、越南、韩国等都

能见到ꎮ 中华鳖具有较大的食用及药用价值ꎬ我国

各地已广泛养殖ꎬ是最重要的水产经济动物种类之

一ꎮ 中华鳖通常养在紧邻农田的池塘中ꎬ在农田施

用的农药残留物可能随水流进入这些养殖池塘ꎮ 然

而ꎬ农药施用对养殖中华鳖毒理效应以及相关安全

风险评价未见有报道ꎮ 本文用不同浓度的草甘膦铵

盐处理孵化过程中的中华鳖(Pelodiscus sinensis)卵
� 以检测草甘膦制剂对其胚胎发育、孵出幼体形态、运

动及生理表现的影响ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 溶液配制与中华鳖卵收集

实验用除草剂为浙江新安化工集团股份有限公

司生产的草甘膦铵盐(C3 H11 N2 O5 P)ꎬ草甘膦含量为

68% (固体样本送上海微谱化工技术服务有限公司
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检测ꎬ用液相色谱质谱分析实测含量为 68% ~
70% )ꎮ 称取 1 g 草甘膦铵盐放入烧杯中ꎬ加入 135
mL 蒸馏水后搅拌ꎬ配制成浓度为 5 000 mg􀅰L￣1的草

甘膦盐溶液ꎮ 然后ꎬ取已制备的 5 000 mg􀅰L￣1草甘

膦铵盐溶液加入蒸馏水分别稀释 10、100 和 1 000
倍ꎬ以配制成 500、50 和 5 mg􀅰L￣1的草甘膦铵盐溶

液ꎮ 将不同浓度的草甘膦铵盐溶液转移至棕色瓶

中ꎬ然后放置在 4 ℃冷藏箱中保存备用ꎮ
实验用 200 枚已受精的中华鳖(具受精白斑的

卵被认为是受精卵)卵购自杭州市余杭区某龟鳖养

殖场ꎮ 所有卵均于产出当天收集ꎬ随后运至实验室ꎮ
每一枚卵用 Mitutoyo 数显游标卡尺 (型号: CD￣
15AXWWꎬ日本川崎市ꎬMitutoyo Corporation)测定

卵径(精确到 0.01 mm)ꎻ用 Mettler￣Toledo 电子天平

(型号:PB303￣Nꎬ中国上海ꎬMettler￣Toledo 仪器 (上
海)有限公司)称重(精确到 0.001 g)、用 HB 中华铅笔

在卵表面编上序号ꎮ 然后ꎬ将卵随机均等地分配到

5 个不同草甘膦铵盐浓度处理组 (对照组 0、5、50、
500 和 5 000 mg􀅰L￣1)处理(每组 40 枚卵ꎬ同窝卵分配

于不同处理)ꎮ 卵半埋于内含潮湿基质(– 220 kPaꎬ
按重量干蛭石:水= 1:1 混合)的孵化盒中ꎬ卵白斑朝

上ꎮ 所有孵化盒均放置温度预先设置为 30 ℃的人

工气候室内ꎬ每 3 日对孵化盒称重并补充基质散失

的水分以保持基质湿度恒定ꎮ
１.２　 中华鳖卵处理

用点光源确定中华鳖卵胚胎位置ꎬ并用无毒记

号笔画上记号ꎮ 每天上午 10:00—12:00ꎬ用移液枪

吸取 100 μL 相应浓度的草甘膦铵盐溶液ꎬ小心涂抹

于每个中华鳖卵的胚胎位置上方表面(浓度为 0 mg
􀅰L￣1的对照组则吸取 100 μL 蒸馏水涂抹于中华鳖

卵表面)[23]ꎮ 处理同时检查鳖卵的发霉情况ꎬ及时清

除表面霉菌斑点或移除霉变的卵ꎮ
１.３　 幼体大小与运动表现

待有少量幼体破壳ꎬ每组中随机取 5 枚未破壳

的卵解剖取幼体肝脏用于相应生理指标检测外ꎬ其
余卵正常孵化ꎮ 孵化时间记为养殖场卵产出至幼体

破壳的间隔天数ꎬ孵化率用每一处理中幼体破壳个

数占入孵卵数(不计入用于解剖的 5 枚卵)的比例表

示ꎮ 检查孵出幼体畸形情况ꎬ用 Mettler￣Toledo 电子

天平测量其体重ꎬ用 Mitutoyo 数显游标卡尺测量其

背甲长和背甲宽ꎮ 待腹部卵黄完全吸收后ꎬ在 30 ℃
体温条件下测定幼体运动(游泳)表现和活动水平ꎮ
实验前 1 小时将幼体放置在温度预先设定为 30 ℃

的 FPQ 型人工气候箱(型号:PQX￣330AY￣12Hꎬ中国

宁波ꎬ宁波莱福科技有限公司)内以控制其体温ꎬ然
后放入含有 10 cm 水高(水温预先控制在 30 ℃ )的
直形水槽(120 cm × 15 cm × 20 cm)的一端ꎬ一人用

笔刷驱赶ꎬ另一人用 Panasonic 数码摄像机 (型号:
HDC￣HS900ꎬ日本大阪ꎬPanasonic corporation)记录

幼鳖在跑道中一个游泳来回的运动表现ꎬ视频片段

用 MGI Video Wave III 软件(MGI Software Co., Can￣
ada)读出ꎬ游泳速度用幼体游过 20 cm 的最大速度

表示ꎮ 活动水平在 30 ℃的恒温室中进行测定ꎬ每一

处理组随机选取 10 只幼体ꎬ单独放置于敞口的圆筒

盒内ꎬ盒内水温约 30 ℃ꎮ 用数码摄像机在下午

12:00—16:00录制 4 h 视频ꎬ视频片段用 MGI Video
Wave III 软件读出ꎬ活动水平用视频录制期间幼体

有活动的时间比例表示ꎮ
１.４　 后期胚胎肝脏生理指标

每组中随机取出孵化后期的 5 枚卵(透过卵壳

观察卵内幼体背甲已着色)ꎬ小心打开卵壳取出幼体

并解剖将其肝脏分离ꎬ用电子天平称取肝脏重量ꎬ旋
即放入￣80 ℃超低温冰箱中保存ꎮ 取小部分肝脏组

织并称重ꎬ加入 400 μL 甲醇ꎬ组织打碎ꎬ￣20 ℃冰箱

放置 24 hꎬ然后加入 800 μL 氯仿和 200 μL dH2 Oꎬ
震荡、离心ꎬ分别取上层和下层清液转移至棕色小瓶

中ꎬ均放于￣80 ℃冰箱保存备用ꎮ
购买南京建成生物工程研究所生产的甘油三酯

(TG)试剂盒、考马斯亮蓝试剂盒、超氧化物歧化酶

(SOD)试剂盒和丙二醛(MDA)试剂盒ꎮ 取保存的肝

脏组织下清液ꎬ按甘油三酯试剂盒说明书要求测定

肝脏甘油三酯含量ꎻ取上清液ꎬ按考马斯亮蓝试剂

盒、超氧化物歧化酶(SOD)试剂盒和丙二醛(MDA)
试剂盒说明书要求分别测定肝脏总蛋白质含量、
SOD 活力和 MDA 含量ꎮ
１.５　 肝脏热激蛋白 ７０ 基因表达

总 RNA 提取试剂盒、mRNA 纯化试剂盒和 cD￣
NA 文库构建试剂盒购自 Invitrogen 公司ꎮ 取上述保

存的部分肝脏组织ꎬ采用 Trizol 试剂抽取总 RNAꎬ取
少量提取液进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ紫外线检测 RNA
纯度及浓度ꎮ 提取的总 RNA 放置于￣80 ℃超低温冰

箱保存ꎮ 用 mRNA 纯化试剂盒纯化 mRNAꎬ用 cDNA
文库构建试剂盒将纯化后 mRNA 反转录成 cDNAꎬ然
后中华鳖肝脏的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增ꎬ获得

中华鳖热激蛋白 70(Hsp70)基因序列ꎮ 用于扩增的引

物基于 GenBank 已收录的中华鳖 HSP70 基因序列
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(基因序列号: JN582024)设计获得ꎬF1:5’￣CATAT￣
GATATCGCCACCATGTCCGGCAAAGCGCCT￣3’ꎬ
R1:5’￣CTCGAGATATCGTCGACTTCTTCAATGGT￣
TGGT￣3’(划线部分为限制性内切酶 SmaⅠ酶切位

点)ꎮ PCR 反应体系为:无菌水 16.9 μLꎬ10×缓冲液

2.5 μLꎬ模板 cDNA 1 μLꎬdNTPs 4 μLꎬ引物和 Taq
DNA 聚合酶各 0.2 μLꎻ反应条件为:94 ℃、5 min 预

变性模板 DNAꎬ然后 94 ℃、30 sꎬ55 ℃、1 minꎬ72
℃、1 minꎬ5 个循环后调整为 94 ℃、30 sꎬ68 ℃、1
minꎬ72 ℃、1 minꎬ25 个循环后 72 ℃ 延伸 10 minꎮ
将扩增产物进行电泳ꎬ并送去公司测序ꎬ获得序列在

ncbi 的 blast 和 Expert Protein Analysis System 进行

分析结构域分析ꎮ 扩增获得的基因序列确认正确

后ꎬ以 SYBR Green 为荧光指示剂进行实时荧光定

量 PCRꎮ 反应体系为:无菌水 8 μLꎬ模板 DNA 1
μLꎬ购买自大连宝生物工程有限公司 SYBR®

Premix Ex TaqTM II 荧光定量试剂盒 10 μLꎬ引物各

� 0.5 μLꎬ反应条件为:95 ℃、3 minꎬ95 ℃、10 sꎬ40 个

循环ꎬ59 ℃、10 sꎬ然后 72 ℃、30 sꎬ每个反应重复 3
次ꎮ 该反应以 β￣actin 基因为内参基因ꎬ扩增引物分

� 别为:5’ ￣TGTTACCCATACTGTGCCCATC￣3’和 5’ ￣
TAGCCATCTCCTGTTCAAAATCC￣3’ꎮ 扩 增 结 果

对照熔解曲线ꎬ分析数据ꎮ
１.６　 数据处理

用 Statistica 6.0 软件包进行统计分析ꎮ 对数据

进行参数统计分析前ꎬ分别检验其正态性(Kolmog￣
orov￣Smirnov 检验)和方差同质性(Bartlett 检验)ꎮ 用

单因子方差分析检测草甘膦铵盐处理对中华鳖卵孵

化期、孵出幼体游泳速度、活动水平及肝脏生理指标

的影响ꎻ以卵重为协变量的单因子协方差分析检测

草甘膦铵盐处理对孵出幼体大小(体重、背甲长和背

甲宽)的影响ꎮ 文中涉及的非参数统计为 G 检验ꎮ

� 描述性统计值用平均值±标准误表示ꎬ显著性水平

设置为 α = 0.05ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 不同浓度草甘膦除草剂对中华鳖胚胎发育的

影响

入孵的中华鳖卵均为受精卵ꎬ在孵化过程中可

见的受精白斑在卵表面逐渐增大至整枚卵完全变

白ꎮ 不同组孵入的卵大小无显著的差异(卵重:F4 195

� = 0.25, P = 0.909ꎻ卵直径:F4 195 = 0.70, P = 0.606)
� (表 1)ꎮ 线性回归分析显示孵化时间与入孵卵重无

显著相关性(r = 0.04, F1 14 7 = 0.30, P = 0.588)ꎮ 不同

草甘膦除草剂浓度处理对中华鳖卵孵化时间的影响

不显著(F4 144 = 2.00, P = 0.103ꎬ表 1)ꎮ 500 mg􀅰L￣1组

的卵孵化成功率略低ꎬ但在统计上 5 个浓度处理下

的孵化成功率差异不显著(G = 4.88, df = 4, P =
0.300ꎬ表 1)ꎮ
２.２　 不同浓度草甘膦除草剂对中华鳖幼体大小和

活动水平的影响

以卵重为协变量的协方差分析显示:不同草甘

膦除草剂浓度处理对中华鳖孵出幼体的大小无显著

影响(体重:F4 143 = 0.27, P = 0.896ꎻ背甲长:F4 143 =
� 1.31, P = 0.268ꎻ背甲宽:F4 143 = 1.28, P = 0.281)(图
� 1)ꎮ 游泳测试中ꎬ小部分个体不游动或仅有少量游

动ꎬ相应个体数据未用于后续统计分析ꎮ 不同草甘

膦除草剂浓度处理对中华鳖孵出幼体的游泳速度无

显著影响(F4 138 = 0.72, P = 0.578, 图 2)ꎮ 但是ꎬ从每

组中随机选取 10 只中华鳖幼体的活动水平存在显

著的组间差异(F4 45 = 3.14, P = 0.023)ꎮ 活动水平随

� 着草甘膦除草剂浓度增加出现先上升后下降的趋势

(图 2)ꎮ 对照组个体 80% 的时间表现活跃ꎬ50 mg􀅰
L￣1组的活动时间达到最大(93% )ꎬ但是 5 000 mg􀅰L￣1

组又下降到对照组水平(77% )ꎮ

表 １　 不同草甘膦除草剂浓度处理下中华鳖入孵卵大小、孵化率及孵化时间

Table 1　 Egg size, hatching success and incubation period of Pelodiscus sinensis under different
concentration treatments of glyphosate￣ammonium

处理浓度/(mg􀅰L￣1)

Treatment concentration/(mg􀅰L￣1)

初始卵重/g

Initial egg mass/g

卵径/mm

Egg diameter/mm

孵化率/%

Hatching success/%

孵化时间/d

Incubation period/d

0 5.10 ±0.06 20.57 ±0.10 82.9 (29/35) 53.97 ±0.21

5 5.04 ±0.06 20.50 ±0.09 88.6 (31/35) 53.97 ±0.20

50 5.05 ±0.08 20.58 ±0.13 91.4 (32/35) 53.63 ±0.19

500 5.03 ±0.06 20.75 ±0.09 74.3 (26/35) 53.54 ±0.21

5 000 5.01 ±0.09 20.64 ±0.15 88.6 (31/35) 54.32 ±0.28
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图 １　 不同处理组孵出中华鳖幼体的大小

Fig. 1　 The size of Pelodiscus sinensis hatchlings from
different concentration treatments of glyphosate￣ammonium

２.３　 不同浓度草甘膦除草剂对中华鳖幼体肝脏甘油

三酯含量、超氧化物歧化酶活性、丙二醛含量的影响

解剖获得的中华鳖破壳前幼体的肝脏中ꎬ甘油

三酯含量、超氧化物歧化酶活性以及丙二醛含量均

无显著的组间差异 (TG:F4 16 = 1.16, P = 0.363ꎻ
� SOD:F4 16 = 2.67, P = 0.094ꎻMDA:F4 16 = 1.75, P =
� 0.188)(图 3)ꎮ

图 ２　 不同处理组孵出中华鳖幼体的游泳速度和活动水平

注:不同字母表示平均值差异显著ꎬTukey’s testꎬa > bꎮ

Fig. 2　 Swimming performance and activity level
of Pelodiscus sinensis hatchlings from different

concentration treatments of glyphosate￣ammonium
Note: Means with different superscripts in the lower graph

are statistically different. Tukey’s test, a > b.

２.４ 　 不同浓度草甘膦除草剂对中华鳖幼体肝脏

Hsp70 基因表达的影响

草甘膦除草剂处理有导致破壳前幼体肝脏中热

激蛋白 70 表达水平上调的趋势ꎬ但是热激蛋白 70
mRNA 相对表达量无显著的组间差异(F4 10 = 1.30, P
= 0.332)(图 4)ꎮ

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
动物胚胎发育期是最脆弱的阶段ꎬ该时期的农

药暴露可能影响其存活以及产出后幼体的生长发

育ꎮ 不同草甘膦除草剂浓度处理组的中华鳖卵孵化

率差异并不大ꎮ 相似的研究的结果也见于其他龟鳖

类动物ꎮ 例如ꎬ一定浓度范围的草甘膦制剂处理(68
~1 501 mg􀅰L￣1)对红耳滑龟卵的孵化成功率的影响



第 5 期 叶梦婷等:胚胎期草甘膦铵盐暴露对中华鳖幼体的表型与生理表现的影响 １９５　　

图 ３　 不同浓度处理中华鳖幼体肝脏甘油三脂含量、
超氧化物歧化酶活性及丙二醛含量

Fig. 3　 Triglyceride level, superoxide dismutase activity and
malonaldehyde content in the livers of Pelodiscus sinensis hatchlings

from different concentration treatments of glyphosate￣ammonium

不大(80% ~100% )ꎬ仅 11 206 mg􀅰L￣1浓度处理下孵

化成功率较低(73% )[23]ꎮ 已有的一些研究显示包括

除草剂、杀虫剂在内的农药对龟鳖和鳄类动物卵孵

化的影响并不总展现明显的致死效应ꎮ 例如ꎬ在一

图 ４　 不同处理组中华鳖后期胚胎肝脏

中 Ｈｓｐ７０ ｍＲＮＡ 的表达情况

Fig. 4　 Relative mRNA expression of heat shock
protein 70 in the livers of Pelodiscus sinensis hatchlings from

different concentration treatments of glyphosate￣ammonium

定剂量范围内ꎬ二氯二苯三氯乙烷暴露并不影响绿

海龟 (Chelonia mydas)和红耳滑龟的卵孵化成功

� 率[24￣25]ꎻ同样ꎬ杀虫剂毒杀芬(toxaphene)和溴氰菊酯

(deltamethrin)暴露不影响美洲短吻鳄(Alligator mis￣
sissippiensis)、红耳滑龟和乌龟(Chinemys reevesii)卵

� 孵化率[26￣27]ꎻ异丙甲草胺等除草剂暴露也并没有引

起北美拟鳄龟(Chelydra serpentina)卵孵化率的显著

� 下降[28]ꎮ 然而ꎬ在鱼类及两栖类动物的胚胎测试中ꎬ
农药暴露常使其胚胎致畸或致死[29￣30]ꎮ 除不同有机

农药的毒性差异、动物胚胎大小类群间差异所产生

农药暴露胚胎致死效应差异外ꎬ农药残余物从环境

中转至卵内累积的效率差别也可能是一个重要方

面ꎮ 卵壳特征(例如蛋壳结构与通透性)和卵孵化时周

边基质性能的差异会使农药残余物迁移效率存在差

别ꎬ从而使不同动物类群在农药暴露时出现不同的胚

胎致死效应[31]ꎮ 龟鳖和鳄类动物卵外面具有较坚硬

的壳ꎬ而鱼类和两栖类动物卵外面仅有高通透性的

膜ꎬ所以有机磷农药分子更容易透过鱼类和两栖类动

物外层卵膜并在卵内累积而使其胚胎致畸致死[31]ꎮ
胚胎期低剂量农药暴露并不一定直接引起畸形

或死亡ꎬ但可能会长期地影响孵出幼体的表现ꎮ 不

同浓度处理组孵出的中华鳖幼体大小和游泳能力无

显著差异ꎬ这与已有报道的其他农药处理卵生爬行

动物的结果有差异ꎮ 例如ꎬ草甘膦、毒杀芬和硫丹处

理会分别使红耳滑龟、美洲短吻鳄和宽吻凯门鳄
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(Caiman latirostris)孵出幼体减小[23,26,32]ꎮ 较高浓度农

药处理可能会引起胚胎能量消耗增加ꎬ从而导致孵

出幼体偏小[23￣24]ꎮ 然而ꎬ草甘膦处理并不影响幼体

肝脏甘油三酯含量ꎬ可能部分地反映草甘膦除草剂

处理后中华鳖胚胎能量消耗变化不大ꎬ而不会改变

孵出幼体的大小ꎮ 卵生动物胚胎期农药暴露对其胚

后生长的影响可能是长期的ꎮ 由于本研究未测定中

华鳖孵出幼体后期的生长情况ꎬ因而无法确定胚胎

期草甘膦暴露的有害效应是否会在后期出现ꎮ 有意

思的是ꎬ孵出幼体的活动水平随草甘膦除草剂浓度

的增加先上升后下降ꎮ 可能说明:较低浓度的草甘

膦除草剂暴露促进孵出幼体增加觅食时间以获取较

多食物来使其生长快速ꎬ较高浓度暴露则使幼体降

低觅食活动ꎬ而导致其生长缓慢ꎮ
草甘膦已被认定属于环境内分泌干扰物ꎬ人或

动物胚胎期的暴露可能会引起机体内分泌失衡而造

成生长发育异常[16]ꎮ 与其他有机磷农药相似ꎬ草甘

膦具有抗雄性激素活性ꎬ会干扰类固醇合成而阻断

性别决定途径ꎬ使性器官形成发生逆转ꎬ将雄性个体

转变成雌性个体[26,33]ꎮ 例如ꎬ多氯联苯 (polychlori￣
nated biphenyls)、水体中残留的二氯二苯三氯乙烷

使红耳滑龟、佛罗里达红腹龟(Chrysemys nelsoni)、
� 美洲短吻鳄等种类雄性胚胎雌性化[33￣36]ꎮ 由于新生

幼鳖的性别难以鉴定、生长缓慢ꎬ本研究并没有性别

方面数据ꎬ草甘膦是否会改变中华鳖的性别决定有

待于进一步确定ꎮ
随着草甘膦除草剂浓度的增加ꎬ中华鳖幼体肝

脏甘油三酯含量有略微下降ꎬ但差异不显著ꎮ 具抗

雄性激素活性化合物暴露导致肝脏甘油三酯含量下

降在其他动物种类中有发现ꎮ 例如ꎬ给雄性老鼠投

喂氟他胺(flutamide)会导致其肝脏甘油三酯含量显

著下降[37]ꎮ 然而ꎬ在其他研究中发现抗雄性激素活

性化合物暴露会降低脂肪水解酶的活性ꎬ或者具有

雌激素化合物类似效应(增加体内雌激素含量或提

高雌激素/雄激素比例)而导致肝脏脂肪积累ꎬ进而

使甘油三酯含量上升[38￣39]ꎮ 最近的一项针对老鼠的

研究显示草甘膦暴露会导致其肝脏脂肪积累[17]ꎬ因
此这种抗雄性激素活性化合物的肥胖效应在不同物

种是否存在差异仍需更多的数据来支持ꎮ SOD 是

机体抗氧化、清除自由基的主要酶类ꎻMDA 是脂质

过氧化的终产物之一ꎬ其含量高低可间接反映机体

细胞受自由基攻击的程度ꎮ 中华鳖幼体肝脏 SOD
活性随草甘膦除草剂浓度增加无显著变化ꎬ这与一

些其他物种的研究结果不一致ꎮ 鱼类、两栖类动物

中草甘膦暴露通常会导致肝脏 SOD 活性上升[40￣41]ꎻ
仅在少数研究中显示相反的趋势[19,42]ꎮ 草甘膦暴露

可能会诱发机体脂质氧化反应ꎬ因而导致肝脏 MDA
含量上升[19]ꎮ 本研究中草甘膦暴露对中华鳖肝脏

MDA 含量的影响并不大ꎮ
Hsp70 蛋白在生物体受到环境胁迫时会大量表

达ꎬ是反映环境污染程度的有效生物学标志物ꎮ
Hsp70 蛋白在动物表现环境耐受能力时起到很保守

的作用ꎬ其应对外源性物质暴露的表达是机体出现

的保护性反应ꎮ 不同浓度草甘膦除草剂处理组的中

华鳖幼体肝脏 Hsp70 相对表达量在统计上差异不

显著ꎮ 但是ꎬ随着草甘膦除草剂浓度的增加ꎬHsp70
表达水平呈现上调的趋势ꎬ这种反应可能有助于减

少草甘膦对发育过程中胚胎的伤害ꎮ 草甘膦暴露导

致 Hsp70 表达上调的结果也见于其他物种(例如ꎬ秀
丽隐杆线虫 Caenorhabditis elegans)[43]ꎮ 然而ꎬ不同

� 环境内分泌干扰化合物暴露产生热激蛋白表达趋势

并不一致ꎮ 壬基酚(4￣nonylphenol)和辛基酚(4￣t￣oc￣
tylphenol)暴露导致潮间带桡足动物 (Tigriopus ja￣
ponicus)Hsp70 表达下调ꎬ但双酚 A(bisphenol A)暴

� 露会导致其表达上调[44]ꎮ
在不同浓度的草甘膦除草剂处理下ꎬ绝大多数

检测的中华鳖幼体表型与生理指标无显著的组间差

异ꎮ 经一段时间降解ꎬ土壤中草甘膦的残留量并不

高(例如ꎬ农田施用草甘膦 21 d 后ꎬ可检测到的残留

量为 0.008~1.0 mg􀅰L￣1 [45])ꎮ 虽然自然环境条件下孵

化的中华鳖卵表面均会接触土壤ꎬ但土壤草甘膦残

留量远低于本研究的测试浓度ꎬ因此可以推测自然

环境中中华鳖胚胎发育受土壤残留草甘膦的毒害作

用应很小ꎮ 结果也表明:胚胎期草甘膦除草剂暴露

对中华鳖的胚胎发育、孵出幼体的影响小于鱼类、两
栖类等其他水生动物ꎬ亦小于柔性壳卵的红耳滑龟ꎮ
这种差异可能来自于不同动物类群卵构造上的差

别ꎮ 与鱼类、两栖类动物卵外层高通透性的膜相比ꎬ
龟鳖类动物卵厚实的外壳能更好地抵御污染物的

进入ꎮ 本文初步分析不同草甘膦除草剂浓度处理

对中华鳖胚胎发育的潜在毒理效应ꎬ为进一步评

估龟鳖养殖中因农药污染所引起的安全风险提供

基础性数据ꎮ

通讯作者简介:陆洪良(1980—)ꎬ博士ꎬ副教授ꎬ主要从事两栖

爬行动物生理生态与环境毒理学方面的研究工作ꎮ 已发表
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