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再生水对斑马鱼幼鱼下丘脑-垂体-甲状腺轴
相关基因转录水平的影响
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摘  要  再生水中具有多种微量内分泌干扰化合物，对水体生物具有潜在危害. 为探究再生水对斑马鱼分子水平的甲状

腺内分泌干扰效应，以斑马鱼幼鱼为研究对象，将斑马鱼幼鱼分别暴露于再生水中3 d和7 d后，然后在洁净水体中恢复

7 d，采用实时荧光定量PCR方法测定下丘脑-垂体-甲状腺轴上关键基因的转录水平. 结果显示，与对照组相比，再生

水暴露3 d、7 d和自来水恢复7 d对斑马鱼幼鱼存活率没有显著影响. 与对照组相比，再生水暴露3 d后，斑马鱼幼鱼Trh、
Dio2、Thrα、Thrβ基因转录水平显著上调（P < 0.05），Dio1 基因转录水平显著下调（P < 0.05）. 再生水暴露7 d后，Trh、
Tshβ、Dio2、Nis、Thrβ基因转录水平相对于对照组显著下调（P< 0.05），Dio1、Thrα 基因转录水平极显著下调（P < 
0.01）；自来水恢复7 d后，斑马鱼幼鱼Trh、Dio1、Dio2、Nis、Thrα、Thrβ 基因转录水平相对于对照组无显著改变（P > 
0.05），仅Tshβ 基因转录水平显著下调（P < 0.05）. 本研究表明再生水影响了斑马鱼幼鱼HPT轴相关基因的转录水平，

在洁净水体中恢复可减弱再生水对斑马鱼幼鱼HPT轴相关基因的影响，结果可为再生水中的内分泌干扰物生态毒性效

应及风险评估提供理论依据. （图4 表1 参36）
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Effects of reclaimed water on gene transcription of the hypothalamus-
pituitary-thyroid axis in zebra fish larvae (Danio rerio) 
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Abstract  There are many trace endocrine disrupting compounds in reclaimed water, and it can be potentially 
harmful to aquatic organisms. Therefore, to investigate the effects of reclaimed water on thyroid endocrine 
disruption at molecular level in zebra fish, zebra fish larvae were used as the research object in this study. 
Zebra fish larvae were exposed to reclaimed water for 3 to 7 days and then recovered in clean water for 7 days. 
Quantitative real-time polymerase chain reaction was used to measure the transcription levels of key genes in 
the hypothalamus-pituitary-thyroid (HPT) axis. Results showed that compared with that of the control group, 
the survival rate of zebra fish larvae was not significantly affected by reclaimed water exposure. Compared with 
those of the control group, the transcription levels of Trh, Dio2, Thrα, and Thrβ genes of zebra fish larvae were 
significantly increased (P < 0.05) and the transcription levels of Dio1 gene was significantly decreased (P < 0.05) 
after reclaimed water exposure for 3 days. After reclaimed water exposure for 7 days, the transcription levels of 
Trh, Tshβ, Dio2, Nis, and Thrβ genes were significantly decreased (P < 0.05), and the transcription levels of Dio1 
and Thrα genes were extremely down-regulated (P < 0.01) compared with the those of the control group in zebra 
fish larvae. After tap water recovery for 7 days, the transcription levels of Trh, Dio1, Dio2, Nis, Thrα, and Thrβ 
genes were not significantly changed compared with those of the control group (P > 0.05), but the transcription 
levels of Tshβ was significantly decreased (P < 0.05) in zebra fish larvae. In conclusion, reclaimed water affected 
the transcription levels of HPT axis-related genes in zebra fish larvae. The effects of reclaimed water on HPT axis-
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作为一种稳定可靠的水资源，再生水（reclaimed water）
已经广泛用于景观用水补给、农田灌溉、绿地灌溉及工业用

水等 [1]. 虽然污水处理技术正不断完善，但再生水中仍能检测

出多种微量污染物，随着再生水回用于水体补给、农业灌溉

及其他途径，再生水中残留的污染物会释放进入环境中从而

产生诸多潜在健康危害 [2]. 据报道，再生水中检测出多种微量

内分泌干扰化合物，如类固醇[雌二醇（17β-Estradiol，E2）、

雌酮、炔雌醇]、烷基酚（4-叔辛基苯酚、4-壬基酚、双酚A）和

邻苯二甲酸酯[邻苯二甲酸二正丁酯、邻苯二甲酸二异丁酯、邻

苯二甲酸二（2 -乙基己基）酯（Di（2-ethylhexyl）phthalate，
DEHP）]等化合物 [3].  水环境中内分泌干扰物的浓度在微量

（ng/L）时就可能会干扰水生生物的内分泌系统，从而引起内

分泌干扰效应 [4]，目前关于再生水中内分泌干扰物分子水平上

的干扰效应研究相当有限. 
再生水中存在多种微量的已知和未知的污染物，无法通

过检测水体理化参数、污染物浓度等常规水质参数来全面评

价再生水的综合安全性.  生物毒性测试法是一种快速、灵敏

的方法，可用于测量水中多种化合物的整体毒性及评价再生

水的安全性 [5].  近年来已有学者使用生物毒性测试法对再生

水进行评估，研究结果表明再生水干扰了水生生物的生长发

育，如Planelló等发现再生水显著影响摇蚊幼虫中卵黄原蛋白

（vitellogenin，Vtg）、热休克蛋白、热休克同源蛋白基因转录

水平，并损伤了摇蚊幼虫的发育速度和繁殖力[6]. 孙青将斜生

栅藻作为受试生物，发现再生水即使经过次氯酸钠（NaClO）
消毒仍会对斜生栅藻的细胞膜造成明显破坏，并抑制藻活

性 [7]. Sun等发现暴露于贾鲁河水中的雄性斑马鱼Vtg被显著诱

导，睾酮和E2表达异常，这表明再生水排入贾鲁河后即使经

过河流净化，河水中仍具有对水生生物产生雌激素活性的化

合物 [8]. Pablos等研究表明非洲爪蟾蝌蚪变态期间接触再生

水会发生甲状腺组织病变，如滤泡扩张、胶质生成增加、轻度

上皮增生等，并出现尾部畸形、体重和体长增加的现象 [9]，但

未阐明再生水对非洲爪蟾蝌蚪甲状腺内分泌系统的分子干扰

机制，关于再生水对水体生物甲状腺内分泌干扰的分子机制

需要进一步研究. 环境污染物对生物机体的作用是从分子水

平开始的，分子效应是生态毒理效应中最早期、最灵敏的效

应，然后逐步在细胞、器官、个体、种群、群落、生态系统各个

水平上反映出来，因此分析再生水对水体生物甲状腺内分泌干

扰分子水平的影响有助于预警污染物毒性水平. 
斑马鱼是一种理想的模式生物，因其体型小、易于繁

育、胚胎透明容易观察等优点，广泛应用于毒理学领域研

究中 [10-11].  在鱼类早期生命阶段，甲状腺作为内分泌系统的

重要组成部分控制着鱼类的生长发育，鱼类在此阶段也容

易受到环境污染物的影响，斑马鱼胚胎/幼体被认为是评估

污染物对甲状腺内分泌干扰的可靠模型 [12].  下丘脑-垂体-

甲状腺轴（hypothalamus-pituitary-thyroid，HPT）是一个

负责调节激素合成、分泌、转运和代谢的通路，对生物的

生长发育具有重要作用 [13].  研究表明暴露在环境污染物中

的鱼类甲状腺激素受体（thyroid hormone receptor，Thr）
和脱碘酶（deiodinase，Dio）等基因表达水平是评估甲状

腺干扰的敏感的分子生物标志物 [14-15].  HPT轴的刺激来自

大脑传递来的信号，通过控制下丘脑分泌促甲状腺激素释

放激素（thyrotropin-releasing hormone，Trh）作用于垂

体，进而调节垂体分泌促甲状腺激素（thyroid stimulating 
hormone，Tsh），Tsh通过血液循环系统进入甲状腺细胞，

促使甲状腺激素（thyroid hormones，THs）的合成与分

泌.  钠碘转运体（sodium/iodide symporter，Nis）将碘化

物转移到甲状腺滤泡细胞中合成THs，THs包含四碘甲状

腺原氨酸（4′-tr i iodothyronine，T4）和三碘甲状腺原氨酸

（3′-triiodothyronine，T3），T4在Dio的作用下形成 T3，THs通
过血液循环到靶细胞后，与Thr结合调节机体的新陈代谢、生

长发育、生殖等生理活动. 同时，它们经过血液循环系统反馈

给下丘脑和垂体以调节Trh和Tsh的合成与分泌. HPT轴相关基

因转录水平已经广泛用于研究污染物对甲状腺内分泌干扰的

分子机制，如Chen等采用斑马鱼HPT轴研究发现氟能显著抑

制斑马鱼的生长、引起甲状腺组织病变，并通过影响雄性斑马

鱼甲状腺激素水平和内分泌相关基因表达而显著影响甲状腺

内分泌系统 [10]. Jia等利用斑马鱼HPT轴研究DEHP引起斑马鱼

甲状腺内分泌干扰的分子机制 [11]. 根据内分泌干扰物暴露时

间、持续时间、浓度、受试物种的不同，内分泌干扰物可能会

对生物体造成暂时或永久的影响，评估生物体受到污染物的

内分泌干扰影响后是否具有恢复能力成为一个重要的研究课

题 [16]，已有研究发现一些鱼类在接触化学品后部分受损的机

体功能能够恢复到正常水平 [17]. 
本研究以斑马鱼幼鱼为受试生物，对贵阳市某再生水

厂的再生水进行评价，将斑马鱼幼鱼直接暴露于再生水7 d，
为探究斑马鱼幼鱼接触再生水后是否存在恢复能力，转入自

来水中恢复7 d，利用荧光定量PCR技术（quantitative real-
time PCR，RT-PCR）分析再生水对斑马鱼幼鱼HPT轴相关

基因表达的影响，从分子水平分析再生水对斑马鱼幼鱼内

分泌干扰效应，即分析再生水对斑马鱼幼鱼Trh、Nis、I型脱

碘酶（deiodinase Iodothyronine type I，Dio1）、II 型脱碘酶

（deiodinase Iodothyronine type II，Dio2）、甲状腺激素受体

α（thyroid hormone receptor alpha，Thrα）、甲状腺激素受体

β（thyroid hormone receptor beta，Thrβ）及促甲状腺激素β
（thyroid stimulating hormone beta，Tshβ）基因转录水平的

影响，通过斑马鱼HPT轴相关基因水平的变化情况评价再生

水的安全性及生态影响，预测或早期警报是否有生态风险发

生的可能. 

1  材料与方法

1.1  试验材料
斑马鱼幼鱼：将购买自上海费曦生物科技有限公司的斑马

鱼鱼卵在实验室内进行孵化，饲养用水为充分曝气除氯的自

来水，每天定时喂饲料一次，人工气候箱培养的光照周期为14 
h﹕10 h，温度为（28 ± 0.5）℃，湿度为70%，每日换水，驯化

一周后筛选健康活泼的斑马鱼幼鱼进行实验. 
试验再生水采集自贵阳市某再生水厂，该再生水系统是利

用城市污水经污水厂处理后达到排放标准的尾水，采用“超

滤膜＋反渗透”双膜法工艺进行处理，生产的再生水将回用于

related genes in zebra fish larvae were recovered after tap water exposure. This study provides a theoretical basis 
for ecotoxicity effect and risk assessment of endocrine-disrupting chemicals in reclaimed water.

Keywords	 reclaimed water; zebra fish larvae; hypothalamus-pituitary-thyroid; endocrine disrupting effect
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河道补给，水样采集后立即运送至实验室进行斑马鱼幼鱼暴

露实验. 
1.2  仪器与试剂

仪器：台式（常温/低温）离心机（Microfuge 20R，美国贝

克曼库尔特公司）；超净工作台（SW-CJ-1FD，上海博迅）； 
超微量分光光度计（NanoDrop 2000赛默飞世尔科技公司）；

T100TM Thermal Cycler 梯度PCR仪（美国BIO-RAD公司），

CFX96TM PCR 仪（美国BIO-RAD公司）；超纯净水系统（成

都唐氏康宁科技发展有限公司）. 
试剂：RNA提取试剂盒购自中国大连宝生物公司；反转

录试剂盒、RT-PCR试剂盒均购自北京全式金生物技术有限

公司. 
1.3  再生水对斑马鱼幼鱼的暴露实验

斑马鱼幼鱼暴露试验分别设置自来水对照组和再生水

实验组，自来水对照组为充分曝气除氯的洁净自来水.  根据 
OECD 准则来指导斑马鱼幼鱼的暴露试验，再生水试验组的

幼鱼首先暴露在再生水中7 d，然后在除氯曝气自来水中暴露

7 d. 每个处理设置3个平行. 在培养皿内加入20 mL暴露液，

每个玻璃培养皿内含有30条幼鱼，每天定时喂食饲料两次，

暴露液每天更换一次，记录斑马鱼幼鱼死亡数量，及时清除死

鱼（斑马鱼幼鱼无任何反应即确认死亡）. 暴露3 d、7 d和14 
d时，每个平行随机挑选5条幼鱼，将幼鱼吸入灭菌烘干的1.5 
mL离心管中并保存于-80 ℃冰箱以备后续实验. 
1.4  下丘脑-垂体-甲状腺Real-time PCR测定

将冻存的斑马鱼幼鱼样品置于冰盒内，采用玻璃匀浆器在

冰上研磨，按照RNA试剂盒说明书的方法步骤提取斑马鱼幼

鱼总RNA，采用核酸检测仪检测其RNA浓度，并进行琼脂糖凝

胶电泳检测RNA质量，快速置于-80 ℃冰箱保存. 根据反转录

试剂盒的说明操作将总RNA反转录成cDNA，并放置于-20 ℃
保存备用. 实时荧光定量PCR按照试剂盒说明书进行操作，每

个RT-PCR反应体系为20 μL，包括10 μL 2 × TransStart Top 
Green qPCR SuperMix 试剂，7 μL DEPC水，1 μL cDNA样

品，1 μL 上游引物和1 μL下游引物. RT-PCR 扩增程序为：首先

进行95 ℃预变性3 min；然后95 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，
72 ℃延伸30 s，进行40个循环；最后熔解曲线的测定是从60-
95 ℃. 基因引物序列参考梁艳燕秋的报道 [18]，见表1，内参采

用β-肌动蛋白（β-actin），所得数据用2-ΔΔCT方法处理. 
1.5  数据统计与分析

实验数据均以“平均值±标准差”（mean ± SD）表示，

SigmaPlot 10.0软件完成制图，采用SPSS 16.0软件通过

T-test检验对照组与试验组的差异显著性（P < 0.05和P < 
0.01，表示差异显著）. 

2  结果与分析

2.1  再生水和自来水暴露对斑马鱼幼鱼存活率影响
斑马鱼幼鱼暴露在自来水对照组和再生水试验组不同时

间的存活率见图1. 与对照组相比，再生水对斑马鱼幼鱼暴露3 
d、7 d的存活率无显著影响（P > 0.05）；经自来水恢复7 d后，

斑马鱼幼鱼存活率出现降低，但与自来水对照组相比不存在

显著差异（P > 0.05）. 

图1  自来水对照组（C）和再生水试验组（RW）暴露不同时间对斑马鱼幼

鱼的存活率. 
Fig. 1  Survival rate of zebra fish larvae after exposure to tap 
water control group (C) and reclaimed water treatment group (RW) 
at different time.

2.2  斑马鱼幼鱼下丘脑-垂体-甲状腺轴基因表达
2.2.1   再生水暴露3 d、7 d对斑马鱼HPT轴相关基因转录水

平的影响　　斑马鱼幼鱼经再生水暴露3 d后HPT轴相关基

因转录水平变化如图2所示. 与对照组相比，再生水对斑马鱼

幼鱼暴露3 d显著下调了幼鱼体内的Dio1基因的转录水平（P < 
0.05），并显著上调了Trh、Dio2、Thrα、Thrβ基因转录水平（P 
< 0.05）；与对照组相比，再生水暴露对斑马鱼幼鱼Nis、Tshβ
基因转录水平无显著影响（P > 0.05）. 

斑马鱼幼鱼经再生水暴露7 d后HPT轴相关基因转录水平

变化如图3所示. 再生水对斑马鱼幼鱼暴露7 d后，与对照组相

比，再生水处理组斑马鱼幼鱼甲状腺中Trh、Tshβ、Dio2、Nis、
Thrβ的基因转录水平显著下调（P < 0.05），Dio1、Thrα的基

因转录水平出现了极显著下调（P < 0.01）. 
2.2.2  自来水恢复7 d对斑马鱼HPT轴相关基因转录水平的影

响　　斑马鱼幼鱼在再生水中暴露7 d后，转移至自来水中恢

复7 d后HPT轴相关基因转录水平变化如图4所示. 与对照组

相比，再生水处理组斑马鱼幼鱼甲状腺中Tshβ 基因的转录水

平显著下调（P < 0.05）；再生水处理组斑马鱼幼鱼在自来水

中恢复7 d后斑马鱼幼鱼Trh、Dio1、Dio2、Nis、Thrα、Thrβ 基
因的转录水平与对照组相比无显著改变（P > 0.05）. 

表1  用于RT-PCR分析的引物序列

Table 1  Nucleotide sequence of primers used for quantitative real-time PCR
基因
Gene

引物序列
Sense primer (5′ to 3′)

引物序列
Antisense primer (5′ to 3′)

引物序号 
GenBank accession No.

产物大小
Size (bp)

Trh TGGAGCCGGAGGTGAAGA GCAGTGGGGTCCTCTAGCAT NM_001012365.2   91
Tshβ AGGTTGCCGTGCCTATGTG GGACCCACCAACTCCTTTATGT NM_181494.2 145
Nis TGGTTGGTGTGGTGGTCAGTTA GCATCGCAGGGCTTTTGTT NM_001089391.1 100
Dio1 GGTGGTGGATGAGATGAACAAC TCCGATGCCTCCCTGATAGA NM_001007283.1 106
Dio2 ATTTCTCCTTGCCTCCTCAGTG GCCACCTCCGAACATCTTTAAG NM_212789.3 171
Thrα GGCTCGGAGTGGTTTCTGA CTTGCGGTGGTTGATGTAGTG NM_131396.1 200
Thrβ AGCGTTGTCAGGAGGAGTTTC GATTGGATTGCCATCAGTCTTC NM_131340.1 222
β-actin TCTGGCATCACACCTTCTACAAT TGTTGGCTTTGGGATTCAGG AF057040.1   91
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3  讨 论
甲状腺稳态受HPT轴调节，HPT轴控制着甲状腺激素的

合成、分泌、转运和代谢，HPT轴对维持机体内甲状腺激素平

衡起到重要作用[13]. HPT轴相关基因表达水平已被用作评估

环境污染物毒理效应的分子水平检测终点 [19].  Trh和Tshβ被
认为是斑马鱼幼体发育过程中HPT轴的主要调节因子，Trh和
Tshβ转录水平的改变可用于确定环境污染物是否可能导致甲

图2  再生水暴露3 d对斑马鱼幼鱼下丘脑-垂体-甲状腺（HPT）轴相关基因转录水平的影响.  * P < 0.05，表示实验组与对照组有显著差异；** P < 
0.01，表示试验组与对照组有极显著差异. C：自来水对照组；RW：再生水试验组.   
Fig. 2  Effect of reclaimed water exposure on hypothalamus-pituitary-thyroid (HPT) axis related gene transcription levels in zebra fish 
larvae for 3 days. * P < 0.05, indicating significant differences between the treatment group and the control group. ** P < 0.01, indicating extremely 
significant differences between the treatment group and the control group. C: Tap water control group; RW: Reclaimed water treatment group.

图3  再生水暴露7 d对斑马鱼幼鱼下丘脑-垂体-甲状腺（HPT）轴相关基因转录水平的影响.  * P < 0.05，表示实验组与对照组有显著差异；** P < 
0.01，表示实验组与对照组有极显著差异. C：自来水对照组；RW：再生水实验组. 
Fig. 3  Effect of reclaimed water exposure on hypothalamus-pituitary-thyroid (HPT) axis related gene transcription levels in zebra fish 
larvae for 7 days. * P < 0.05, indicating significant differences between the treatment group and the control group. ** P < 0.01, indicating extremely 
significant differences between the treatment group and the control group. C: Tap water control group; RW: Reclaimed water treatment group.
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状腺内分泌干扰效应 [20]. Tsh是一种由α亚单位和β亚单位组成

的糖蛋白，决定了垂体和甲状腺功能的完整性，其中β亚单位

显著决定了激素的功能特异性 [21]. Nis是一种跨膜蛋白，可以

将钠和碘转运到甲状腺滤泡细胞，这是甲状腺激素合成的第

一步[22]. Dio包括Dio1、Dio2和Ⅲ型脱碘酶（Dio3），其中Dio1
对血浆甲状腺激素稳态的影响很小，但在甲状腺激素稳态中

具有一定的功能，对碘的回收和甲状腺激素的清除具有重要

作用，Dio2通过将T4转化为T3来激活外环脱碘途径 [23]. 甲状

腺激素通过与直接作用于靶基因的核受体（Thrα和Thrβ）结

合从而发挥作用，核受体与特定的DNA序列结合，以增加或减

少基因的表达，进而引起细胞对甲状腺激素的反应 [24]. 本研究

发现再生水对斑马鱼幼鱼没有显著的致死毒性，这与Pablos
等在非洲爪蟾蝌蚪暴露于再生水中21 d的实验中没有观察到

显著死亡率的研究结果[9]相似，但非洲爪蟾蝌蚪经再生水暴露

后甲状腺组织发生了病变，然而该研究并没有报道再生水对

水生生物甲状腺内分泌干扰的分子机制. 因此本研究重点关

注再生水对幼年斑马鱼HPT轴相关基因转录水平的影响，从

而揭示再生水潜在的甲状腺内分泌干扰分子机制. 
本研究将斑马鱼幼鱼暴露于再生水中3 d后，结果显

示斑马鱼幼鱼Trh基因转录水平显著上调，与全氟十二酸

（PFDoA）对斑马鱼幼鱼HPT轴的分子水平干扰结果 [25]相

似，这可能是由于斑马鱼体内T3和T4水平降低导致对下丘脑

进行的负反馈调节引起的.  据报道Trh基因转录水平上调会

导致Tshβ基因转录水平升高 [26]，但本研究中观察到再生水对

Tshβ基因转录水平下调，类似地，Wiens的研究表明一些化学

物处理会下调Tshβ转录水平 [27]. Zhang等发现双酚S作为一种

环境内分泌干扰化学物质，上调了HPT轴上Dio2基因的转录

水平 [28]，与本研究再生水暴露显著上调Dio2基因转录水平的

结果相似. Dio2基因转录水平显著上调可能会促进T4向T3的

转化，并导致T4水平的降低，由于补偿机制的作用促进T4向
T3的转化可能进一步诱导Dio1基因转录水平上调，加速T3的
代谢[29]. 但本研究中Dio1转录水平出现了显著降低，Walpita等
人研究表明斑马鱼体内Dio1基因在维持血浆中甲状腺激素平

衡的作用很小，Dio1基因转录水平显著变化后对斑马鱼的发育

进程不会有显著影响 [30]. 再生水暴露3 d对斑马鱼幼鱼的Nis
基因转录水平上调，这与拟除虫菊酯对斑马鱼幼鱼毒性研究中

Nis基因转录水平显著上调 [22]类似，这可能是对T4减少的一种

补偿机制. 与再生水暴露3 d后的斑马鱼幼鱼体内Thrβ和Thrα
基因转录水平显著上调结果相似，Cheng等研究斑马鱼接触

五氯苯酚和三氯苯甲醚后Thrα和Thrβ的基因转录水平也出现

显著增加[24]，这可能是因为Dio2基因转录水平上调从而增加了

T3含量，作为转运T3的核受体，Thrα和Thrβ基因表达水平显

著增加. 本研究结果表明再生水对斑马鱼幼鱼暴露3 d后，显

著影响了HPT轴部分基因的转录水平. 
为分析再生水处理不同时间对斑马鱼幼鱼HPT轴基因转

录水平不同模式的影响，本研究还调查了再生水对斑马鱼幼

鱼暴露7 d后HPT轴相关基因转录水平变化. 研究结果表明再

生水暴露7 d对斑马鱼幼鱼部分基因与再生水暴露3 d时的表

达模式不同，Trh、Dio2、Nis、Thrα基因转录水平显著下降，

Thrβ基因极显著下降，相同的是Tshβ、Dio1基因转录水平仍

然处于下调状态，与3 d相比，Tshβ基因表达显著下调，Dio1基
因表达极显著下调. Trh涉及下丘脑向垂体传递信号的过程，

Trh基因转录水平下降也导致垂体中相关基因和Tshβ基因极

显著下降，最终可能影响鱼体内TH的合成 [20]. Nis基因的表达

水平显著性下降，可能导致T4的合成受阻 [22].  Dio1和Dio2基
因的表达水平分别出现极显著和显著下调，可能导致T4向T3
的转化速率降低 [30]. Thrα和Thrβ基因表达分别出现显著和极

显著下调，可能会出现结构异常从而导致TH不能与受体结合，

图4  自来水净化7 d对斑马鱼幼鱼下丘脑-垂体-甲状腺轴（HPT）轴相关基因转录水平的影响. * P < 0.05，表示实验组与对照组有显著差异；** P < 
0.01，表示试验组与对照组有极显著差异. C：自来水对照组；RW：再生水试验组. 
Fig. 4  Effect of tap water recovery on hypothalamus-pituitary-thyroid (HPT) axis related gene transcription levels in zebra fish larvae 
for 7 days. * P < 0.05, indicating significant differences between the treatment group and the control group. ** P < 0.01, indicating extremely 
significant differences between the treatment group and the control group. C: Tap water control group; RW: Reclaimed water treatment group.
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无法激活相应的受体发生级联反应 [24].  类似地，杨洋等发现

双酚AF暴露可延缓胚胎期斑马鱼的发育和孵化，并随着暴露

时间的延长以及中毒程度的加深，幼鱼期斑马鱼出现的中毒

症状 [31]. 本研究结果表明再生水暴露时间延长对斑马鱼幼鱼

HPT轴分子转录水平产生了更显著的影响，可能会对斑马鱼

主要器官系统的功能及机体生长造成影响. 
为研究斑马鱼幼鱼接触再生水后是否存在恢复能力，将

其转入自来水中恢复7 d，观察再生水对斑马鱼幼鱼HPT轴相

关基因转录水平的影响能否消除. 因为环境污染物输入地表

水可能是周期性或者瞬时的，水生生物通常不是持续性地接

触内分泌干扰物 [32]，因此越来越多的研究者模拟现实的暴露

场景 [33-35]. 研究表明鱼类接触环境污染物后具有恢复能力，

如Baumann等发现雌激素炔雌醇暴露60 d对斑马鱼性腺发育

有较强的雌性化和抑制作用，脑型芳香化酶（Cyp19b）基因

表达无明显变化，但Vtg水平显著升高，性腺成熟和机体生长

受到抑制，但这些影响在将斑马鱼置于自来水中培养40 d后
都能消除 [33]. Chen等等发现雌性和雄性斑马鱼在早期生命阶

段暴露于含有Hg2+的氯化汞溶液中5 d后，gnih和gnihr2基因

表达都显著上调，雄性斑马鱼的kiss1、kiss2基因表达水平显

著下降，kiss2基因表达在雌性斑马鱼中显著下调，但经115 d
清水饲养后，促性腺激素抑制激素（GnIH）和Kisspeptin的基

因表达在第1代的雄性和雌性斑马鱼中没有受到显著影响[36]，

这表明在鱼类亲代早期生命阶段暴露于Hg2+引起的相关生殖

基因表达水平的改变恢复到正常水平，不会持续影响后代. 本
研究结果表明再生水暴露后的斑马鱼幼鱼在洁净的自来水中

恢复7 d后，Dio1、Dio2、Thrα、Thrβ、Trh、Nis基因的转录水

平已无显著影响，Lyons等的研究同样发现斑马鱼幼鱼中细胞

色素P450s基因转录水平的改变会在停止暴露于含有油砂的

水中后够快速消除 [34]，说明斑马鱼幼鱼停止暴露于再生水后

机体能够代谢内分泌干扰物，通过修复机制使HPT轴相关基

因的转录恢复正常. 但在洁净的自来水中恢复后，斑马鱼体内

Tshβ基因的转录水平仍然显著下调，Ye等在对海洋青鳉幼鱼

的研究中观察到了类似现象，海洋青鳉幼鱼停止接触DEHP后
雌激素受体（ERs）、VTG、细胞色素P450 19（CYP19）等基

因转录水平没有出现显著影响，但停止接触E2后雌激素受体γ
（ERγ）、细胞色素P450 19a（CYP19a）、过氧化物酶体增殖

激活受体（PPARs）等基因转录水平仍然显著降低 [35]，可能是

洁净水体中恢复的时间还不够长. 本研究发现斑马鱼幼鱼在自

来水中恢复后减弱了再生水对HPT分子水平的影响，说明再生

水对斑马鱼幼鱼分子水平的影响可以通过在洁净水体中得以

恢复，因此再生水回用于景观水体补给等所存在的内分泌干

扰的联合效应，可以考虑采用定时的水源轮换方式有效缓解，

对水生生物的保护有一定价值. 

4  结 论
综上所述，再生水通过影响斑马鱼幼鱼HPT轴相关基因

转录水平对水体生物的生长发育造成潜在的影响，随着再生

水暴露时间延长会对斑马鱼幼鱼HPT轴产生更显著影响，再

生水对斑马鱼幼鱼HPT轴分子水平的影响可以通过在洁净水

体中得以恢复. 本研究结果为再生水影响斑马鱼幼鱼生长发育

的分子机制提供基础依据，同时为再生水中内分泌干扰物的

生态毒性效应及风险评估提供了理论依据，有关再生水对鱼

类甲状腺内分泌干扰效应的机理还需要进一步研究. 
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