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迷迭香酸对硫酸铜致斑马鱼胚胎毒性的 

抑制作用 

李倩  姜丝涛  李鲁美 
烟台大学生命科学学院  烟台  264005 

 

摘要：本文探讨硫酸铜（CuSO4）对斑马鱼（Danio rerio）胚胎发育的毒性效应，使用迷迭香酸（RA）

抑制 CuSO4 对斑马鱼胚胎发育的毒性并探讨其作用机制。收集受精后 1 h（1 hpf）的斑马鱼胚胎暴露

于不同浓度的 CuSO4 溶液，或含有不同浓度迷迭香酸的 CuSO4 溶液，对照组培养在 E3 培养液中，观

察胚胎死亡、孵化及畸形情况，计算胚胎死亡率、孵化率和畸形率；以活性氧（ROS）荧光探针 DCFH-DA

染色法检测迷迭香酸保护下胚胎的活性氧水平。对实验数据进行方差分析。结果显示：（1）CuSO4 浓

度超过一定量时能诱导斑马鱼胚胎死亡和畸形，胚胎孵化率也降低。CuSO4 对 96 hpf 斑马鱼胚胎的半

致死浓度（LC50）为 7.7 μmol/Ｌ，半致畸浓度（EC50）为 1.9 μmol/Ｌ。（2）在 96 hpf，迷迭香酸与 8 μmol/L 

CuSO4 共同处理组斑马鱼胚胎的死亡率明显降低，孵化率升高。迷迭香酸与 1.6 μmol/L CuSO4 共同处

理组斑马鱼胚胎的畸形率降低。（3）CuSO4 单独处理组的活性氧含量明显高于迷迭香酸与 CuSO4 共同

处理组和对照组。结果表明，CuSO4 暴露对斑马鱼胚胎发育的毒性效应可能与活性氧升高导致的氧化

应激相关；迷迭香酸抑制 CuSO4 对斑马鱼胚胎发育的毒性作用，可能与减少活性氧生成有关。 
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Abstract: The purpose of this study was to investigate the developmental toxicity of copper sulfate (CuSO4) 

and the inhibitory effect of rosmarinic acid (RA) on the zebrafish (Danio rerio) embryos. The embryos (1 

hour post fertilization, 1 hpf) were exposed to different concentrations of CuSO4 solution and CuSO4 solution 

containing different concentrations of RA, respectively. Control group was exposed to E3 medium. The 

mortality, malformation and hatching of embryos were observed under stereo microscope. The lethal rate, 

malformity rate and hatching rate were calculated and analysed. The embryonic reactive oxygen species 
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(ROS) was detected using the fluorescent probe of DCFH-DA under RA defense. The experimental data were 

statistically analyzed with variance analysis. The results showed that the exposure to the CuSO4 solution 

caused serious lethal effect (Fig. 1a) and teratogentic effect (Fig. 1b, 2), decreased the hatching rate of 

embryos (Fig. 3) in a concentration-dependent manner. The linear regression equation between concentration 

of CuSO4 and mortality of zebrafish embryos at 96 hpf was Y = 5.59X + 7.1533, Y and X referred to lethal rate 

(%) and concentration of CuSO4 (μmol/L), respectively. The corresponding half lethal concentration (LC50) 

of CuSO4 on zebrafish embryos was 7.7 μmol/L. The linear regression equation between concentration of 

CuSO4 and deformity rate of zebrafish embryos at 96 hpf was Y = 24.213X + 3.5443, Y and X referred to 

lethal rate (%) and concentration of CuSO4 (μmol/L), respectively, and the half effective concentration (EC50) 

resulted in the malformation was 1.9 μmol/L. At 96 hpf, RA decreased lethal effect and increased hatching of 

zebrafish embryos induced by 8 μmol/L CuSO4 (Fig. 4). RA decreased malformation effect of zebrafish 

embryos induced by 1.6 μmol/L (Fig. 5). CuSO4 and RA inhibited ROS level induced by CuSO4 in zebrafish 

embryos (Fig. 6). The results indicate that CuSO4 has serious toxic effect on the development of zebrafish 

embryos, which may be associated with increased ROS level and caused oxidative stress. RA inhibits 

developmental toxicity of CuSO4 by reducing oxidative stress.   
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随着工农业的快速发展，重金属的应用越

来越广，铜作为工农业生产中的原材料以及农

业生产中的饲料、肥料和农药被广泛应用。残

留的铜通过污水排放和地表径流等途径进入水

体而污染水环境，对水生生物造成毒害（Chen 

et al. 2011）。水生生物也可以富集铜，大量铜

会通过食物链的富集进入人体，一部分也可通

过植物根部的吸收然后变成食物进入人体。当

铜在体内蓄积到一定程度后即可对人体健康产

生危害。  

斑马鱼（Danio rerio）作为一种模式生物，

有胚胎透明、方便饲养、易于操作和观察等多

种优点，常常被用于毒理实验。鱼类的早期生

活阶段对重金属污染物敏感。尽管关于 CuSO4

毒害作用的研究很多，但是以斑马鱼胚胎作为

实验材料来研究 CuSO4 毒性的文献报道却很

少。章晓凤等（2012）发现 1 μmol/L和 10 μmol/L

的 CuSO4 可明显降低斑马鱼胚胎的孵化率。章

强等（2015）在文章中提到，铜在低浓度下可

以降低斑马鱼胚胎的孵化率，导致畸形的出现。

赖凡（2016）研究表明，CuSO4 单独暴露可导

致斑马鱼胚胎死亡率的升高。 

氧化胁迫是重金属离子对水生生物毒性作

用的重要机制之一（张清顺等 2010）。当动物

受到不良刺激或感染疾病时，机体会产生活性

氧（reactive oxygen species，ROS）等高活性分

子（杜威等 2013）。活性氧可导致 DNA 断裂、

酶蛋白失活等，引起氧化应激，使生物大分子

和膜脂质过氧化，对机体造成损伤（Buttke et al. 

1994）。迷迭香酸（rosmarinic acid，RA）是一

种天然的抗氧化剂（Bakota et al. 2015），具有

抗炎、抗菌、抗病毒、抗肿瘤、免疫调节和抑

制尿酸生成等多方面的作用。迷迭香酸具有清

除超氧化物自由基的活性（Zhang et al. 2010）。

Xu 等（2010）发现迷迭香酸通过降低活性氧以

及基质金属蛋白酶 2 和 9 的表达，提高谷胱甘

肽水平，抑制 Ls174-T 人结肠癌细胞的侵袭转

移。迷迭香酸可以通过减少活性氧生成，减少

IL-6、caspase-3 和 caspase-9 的活性和分泌，而

发挥抗氧化作用（Vostalova et al. 2010）。迷迭

香酸能通过减少活性氧产生和阻止 caspase-3

异常激活，抑制了 1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-

四 氢 吡 啶 （ 1-methyl-4-pheyl-1 ， 2 ， 3 ，

6-tetrahydrophridine，MPTP）诱导的多巴胺神
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经元损伤（钟雯雯等 2017）。 

鲁疆等（2013）研究发现迷迭香酸可以通过

减少活性氧生成，改善氧化胁迫状态而抑制氯化

铬（CdCl2）导致的斑马鱼胚胎发育毒性。尽管赖

凡（2016）研究表明，与CdCl2、硝酸铅[Pb(NO3)2]

和 CuSO4重金属处理组相比，60 μmol/L 迷迭香

酸联合 CdCl2、Pb(NO3)2和 CuSO4 重金属处理

组的斑马鱼胚胎的活性氧水平降低，死亡率也

降低，但是 CdCl2、Pb(NO3)2 和 CuSO4 具复杂

的协同效应，而且实验中 3 种金属离子联合暴

露后 CuSO4 对受精后 96 h（96 hours post 

fertilization，96 hpf）斑马鱼胚胎的半数致死浓

度（half lethal concentration，LC50）（3.551 mg/L）

和 CuSO4 单独暴露 96 hpf 斑马鱼胚胎的 LC50

（3.755 mg/L）值相差不大，迷迭香酸干预后

能否减少CuSO4单独暴露斑马鱼胚胎活性氧的

产生，能否降低斑马鱼胚胎的畸形率和死亡率，

这些问题都需要进一步验证。 

本实验以斑马鱼胚胎作为实验材料，通过

观察胚胎死亡率、畸形率和孵化率，探讨不同

剂量的 CuSO4 暴露对斑马鱼胚胎发育的影响。

使用迷迭香酸抑制CuSO4对斑马鱼胚胎发育的

毒性，并通过检测活性氧，探讨氧化胁迫是否

在CuSO4致斑马鱼胚胎发育毒性中起着关键作

用。本研究将为进一步研究 CuSO4 对胚胎发育

的影响提供基础数据，为水产养殖中 CuSO4 的

正确使用提供参考，同时为预防 CuSO4 和铜中

毒的临床治疗提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

AB 系斑马鱼成鱼由国家斑马鱼模式动物

北方中心惠赠，由本实验室繁育保存。斑马鱼

的养殖系统（北京爱生生物科技有限公司）水

温保持在（28 ± 0.5）℃，光周期为 14 h/10 h

（光照/黑暗），水中溶解氧浓度高于 5.5 mg/L，

pH 控制在 7 左右，电导率 450 ~ 550 μS/cm。

每日早晚各喂食 1 次，食物为利用虾卵孵化系

统提前孵化好的新鲜丰年虫（Artemia salina）。 

1.2  实验方法 

1.2.1  斑马鱼胚胎收集  在收集胚胎的前 1 d

晚上将2条雌鱼和2条雄鱼放在黑暗交配箱中，

中间用隔板隔开过夜。第二天早晨移去隔板，

雄鱼、雌鱼开始追尾，一般在交配 20 min 后雄

鱼和雌鱼分别开始射精和排卵，卵在水中受精，

收集 1 hpf 胚胎。将收集的胚胎用 E3 培养液

[0.012 7 g/L KCl（国药集团化学试剂有限公

司），0.286 7 g/L NaCl（西陇化工股份有限公

司），0.036 5 g/L 无水 CaCl2（天津市瑞金特化

学品有限公司），0.081 7 g/L MgSO4
.7H2O（pH 

= 7.2）（天津市瑞金特化学品有限公司）]清洗

后，在体式显微镜（Phenix）下挑选发育正常

的胚胎，用于毒性实验。 

1.2.2  斑马鱼胚胎急性毒性实验  按照 Vaughan

等（2010）染毒实验设计实验。收集 1 hpf 斑马

鱼胚胎置于 6 孔细胞培养板中（30 卵/孔），每

孔分别加入 4.0 ml 含 0（空白对照）、2、4、8、

12 和 16 μmol/L CuSO4（天津市瑞金特化学品

有限公司）的 E3 培养液，每个浓度设 3 个平

行样。加盖并置于 28.5 ℃环境中培养。每 24 h

换液，并观察记录胚胎发育情况，至 96 hpf，

以卵凝结或心停止跳动作为胚胎死亡终点。记

录总胚胎数和胚胎或幼鱼的死亡数量、畸形数

量及幼鱼孵化情况，计算死亡率、畸形率和孵

化率。胚胎死亡率（%）=（死亡的胚胎总数/

总胚胎数量）× 100；畸形率（%）=（畸形幼

鱼数量/总胚胎数量）× 100；孵化率（%）=（孵

化胚胎总数/总胚胎数量）× 100。 

1.2.3  迷迭香酸干预实验  根据预实验结果，

迷迭香酸低于 200 μmol/L 时，其对斑马鱼胚胎

发育没有明显影响。CuSO4 较高浓度时，致斑

马鱼胚胎大量死亡，难以开展迷迭香酸保护作

用的研究。本研究选用迷迭香酸和 8 μmol/L 

CuSO4联合干预，研究迷迭香酸对 CuSO4致斑

马鱼胚胎发育毒性的抑制作用。为了研究迷迭

香酸对 CuSO4 致斑马鱼畸形的抑制作用，选择

1.6 μmol/L CuSO4 单独处理以及用 25、50 和 

100 μmol/L 迷迭香酸与 1.6 μmol/L CuSO4 共同
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处理斑马鱼胚胎，100 μmol/L 迷迭香酸处理设

为迷迭香酸对照组。按 1.2.2 胚胎染毒方法，取

1 hpf 斑马鱼胚胎暴露于 1.6 μmol/L或 8 μmol/L 

CuSO4溶液，以及 1.6 μmol/L或 8 μmol/L CuSO4

联合不同浓度的迷迭香酸（25 μmol/L、50 μmol/L、

100 μmol/L）（Sigma 公司，其纯度 ≥ 95.5%）

的溶液中。以卵凝结或心停跳作为死亡终点，

在体式显微镜下观察至 96 hpf，记录胚胎或幼

鱼的死亡数、畸形数及幼鱼的孵化数，计算死

亡率、畸形率和孵化率。 

1.2.4  活性氧的测定   为探讨迷迭香酸对

CuSO4 致斑马鱼胚胎发育毒性的抑制机制，我

们检测了 50 μmol/L 迷迭香酸抑制 CuSO4致斑

马鱼胚胎发育毒性后，斑马鱼胚胎的活性氧水

平。对照组的荧光密度设为 1，其他各组测得

的荧光密度与对照组荧光密度的比值作为荧光

密度的相对值。配制 Hanks 平衡盐溶液

（NaHCO3 0.35 g，NaCl 8 g，KCl 0.4 g，葡萄

糖 1 g，KH2PO4 60 mg，Na2HPO4 47.5 mg，加

去离子水至 1 000 ml，调 pH 为 7.2），在避光条

件 下 把 2′,7′- 二 氯 荧 光 黄 双 乙 酸 盐

（ 2′,7′-Dichlordi-hydrofluorescein diacetate ，

DCFH-DA） （碧云天生物技术有限公司）加入 

Hanks 平衡盐溶液，稀释 1 000 倍使浓度为 

10 μmol/L，现配现用。按 1.2.2 胚胎染毒方法，

首先将 1 hpf 斑马鱼胚胎分别在含有不同药物

（1.6 μmol/L CuSO4，1.6 μmol/L CuSO4联合 

50 μmol/L 迷迭香酸，8 μmol/L CuSO4，8 μmol/L 

CuSO4联合 50 μmol/L 迷迭香酸，100 μmol/L

迷迭香酸）的 E3 培养液中进行培养，只加 E3

培养液的为空白对照组，将培养 3 h 的胚胎加

入 2 ml 的离心管中，更换新鲜的 E3 培养液清洗

数次。然后加入含有 DCFH-DA 探针的 E3 培养

液，在 28.5 ℃避光孵育 30 min，用 E3 培养液

洗 3 次后，将胚胎转入 96 孔酶标板，用酶标仪

（瑞士 Tecan Infinite M200）测定荧光强度（检

测时使用激发波长 488 nm，发射波长 525 nm）。 

1.2.5  数据分析  所有实验至少重复 3 次。利

用 SPSS 13.0（SPSS Inc.）软件进行单因素方差

分析，数据采用平均值 ± 标准误，P < 0.05 表

示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  CuSO4对斑马鱼胚胎的急性毒性 

2.1.1  CuSO4 对斑马鱼胚胎死亡率的影响  

加入 0（空白对照）、2、4、8、12 和 16 μmol/L 

CuSO4处理 1 hpf 斑马鱼胚胎至 96 hpf，斑马鱼

胚胎的死亡率对 CuSO4 具有浓度依赖性（图

1a）。当 CuSO4浓度为 2 μmol/L 时，斑马鱼胚

胎的死亡率与空白对照组没有差异；CuSO4 浓

度在 4 μmol/L 至 16 μmol/L 之间，斑马鱼胚胎

的死亡率与对照组均有明显差异（P < 0.05）。

当 CuSO4 浓度为 16 μmol/L 时，胚胎死亡率高

达 90%。根据线性回归方程得出 CuSO4对斑马

鱼胚胎 96 hpf的半致死浓度 LC50为 7.7 μmol/L。 

2.1.2  CuSO4对斑马鱼胚胎畸形率的影响  加

入 0（空白对照）、0.4、0.8、1.6、3.2 和 4.0 μmol/L 

CuSO4处理 1 hpf 斑马鱼胚胎至 96 hpf，观察胚

胎畸形情况。与空白对照组相比，0.4 μmol/L 

CuSO4 暴露对斑马鱼胚胎及幼鱼发育没有影

响，当 CuSO4浓度达到 0.8 μmol/L 后，斑马鱼

幼鱼畸形显著，而且畸形率随着 CuSO4 浓度的

升高而增大（图 1b）。用 4 μmol/L CuSO4 处理，

斑马鱼胚胎畸形率达 91.1%。根据线性回归方

程得出 CuSO4 处理至 96 hpf，斑马鱼胚胎的半

致畸浓度 EC50为 1.9 μmol/L。 

CuSO4 暴露使斑马鱼出现脊柱弯曲、卵黄

囊肿大等畸形（图 2）。在斑马鱼的畸形情况中，

卵黄囊肿大主要出现在 0.8 μmol/L CuSO4处理

组，大约占 10%（图 2b），脊柱弯曲约占 90%

（图 2c ~ f），其中，少数斑马鱼幼鱼（0.8 μmol/L 

CuSO4 处理组中）脊柱向背部弯曲（图 2c），

多数斑马鱼幼鱼脊柱向腹部弯曲（图 2d ~ f），

而且当 CuSO4 的浓度过高时，斑马鱼胚胎脊柱

向腹部严重弯曲（图 2f）。 

2.1.3  CuSO4 对斑马鱼胚胎孵化率的影响  

与空白对照组相比，0.4 μmol/L 的 CuSO4暴露

不影响斑马鱼胚胎的孵化率，当 CuSO4 浓度为         
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图 1  CuSO4 对斑马鱼胚胎死亡率（a）和畸形率（b）的影响 

Fig. 1  The toxic effects of CuSO4 on lethal rate (a) deformity rate (b) of zebrafish embryos 

图中标注的不同字母表示其间存在显著性差异（P < 0.05），相同字母代表差异不显著（P > 0.05）。 

Different letters mean significant difference (P < 0.05), same letters indicate no significant difference (P > 0.05). 
 

图 2  CuSO4 暴露所致斑马鱼胚胎发育的典型畸形特征 

Fig. 2  Typical malformation of zebrafish embryos induced by CuSO4 

a. 正常幼鱼；b ~ f. CuSO4所致畸形幼鱼：b. 卵黄囊肿大（0.8 μmol/L CuSO4）；c ~ f. 脊柱弯曲（c. 0.8 μmol/L CuSO4，d. 0.8 μmol/L CuSO4，

e. 1.6 μmol/L CuSO4，f. 4 μmol/L CuSO4）。 

a. Normal embryo; b﹣f. Embryos treated with CuSO4: b. Yolk sac edema (0.8 μmol/L CuSO4); c﹣f. Spinal curvature (c. 0.8 μmol/L CuSO4, d. 

0.8 μmol/L CuSO4, e. 1.6 μmol/L CuSO4, f. 4 μmol/L CuSO4).  
 

0.8 μmol/L 时孵化率显著降低，而且斑马鱼胚

胎孵化率随着CuSO4浓度的升高而降低（图3）。

当 CuSO4浓度达到 3.2 和 4.0 μmol/L 时，孵化

率受到严重影响，降低至 8.9%和 5.7%。 

2.2  迷迭香酸对 CuSO4 致斑马鱼胚胎发育毒

性的抑制作用       
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图 3  硫酸铜对斑马鱼胚胎孵化率的影响 

Fig. 3  The toxic effects of CuSO4 on hatching rate of 

zebrafish embryos 

图中标注的不同字母表示其间存在显著性差异（P < 0.05），相同

字母代表差异不显著（P > 0.05）。 

Different letters mean significant difference (P < 0.05), same letters 

indicate no significant difference (P > 0.05). 

与空白对照组相比，8 μmol/L CuSO4单独

处理组斑马鱼胚胎的死亡率升高，孵化率下降。

与 8 μmol/L CuSO4 单独处理组相比，25、50 和

100 μmol/L 迷迭香酸与 8 μmol/L CuSO4 共同处

理降低了斑马鱼胚胎的死亡率，提高了孵化率，

且呈浓度依赖性（图 4）。 

2.3  迷迭香酸对 CuSO4 致斑马鱼胚胎发育畸

形的抑制作用 

与空白对照组相比，1.6 μmol/L CuSO4单

独处理组的斑马鱼胚胎的发育异常，主要表现

为脊柱弯曲，胚胎畸形率为 46.7%，20、50 和

100 μmol/L 迷迭香酸与 1.6 μmol/L CuSO4 共同

处理组均明显降低斑马鱼胚胎畸形率（图 5）。 

2.4  斑马鱼胚胎活性氧测定结果 

与空白对照组相比，1.6 μmol/L CuSO4单独

处理组的活性氧水平明显升高，只加入50 μmol/L

迷迭香酸的荧光密度与空白对照组无差异。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  迷迭香酸对 8 μmol/L CuSO4 致斑马鱼胚胎发育毒性的抑制作用 

Fig. 4  Toxic effect of 8 μmol/L CuSO4 on zebrafish embryos were inhibited by rosmarinic acid 

空白对照组是 E3 培养液中培养的斑马鱼胚胎，迷迭香酸对照组是在添加 100 μmol/L 迷迭香酸的 E3 培养液中培养的斑马鱼胚胎。 

Blank control refers to zebrafish embryos cultured in E3 medium. Rosmarinic acid control refers to zebrafish embryos cultured in E3 medium 

containing 100 μmol/L rosmarinic acid. 

图中标注的不同字母表示其间存在显著性差异（P < 0.05），相同字母代表差异不显著（P > 0.05）。 

Different letters mean significant difference (P < 0.05), same letters indicate no significant difference (P > 0.05).             
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图 5  迷迭香酸对 1.6 μmol/L CuSO4 致斑马鱼胚胎发育毒性的抑制作用 

Fig. 5  Toxic effect of 1.6 μmol/L CuSO4 on zebrafish embryos were inhibited by rosmarinic acid 

空白对照组是 E3 培养液中培养的斑马鱼胚胎，迷迭香酸对照组是在添加 100 μmol/L 迷迭香酸的 E3 培养液中培养的斑马鱼胚胎。 

Blank control refers to zebrafish embryos cultured in E3 medium. Rosmarinic acid control refers to zebrafish embryos cultured in E3 medium 

containing 100 μmol/L rosmarinic acid. 

图中标注的不同字母表示其间存在显著性差异（P < 0.05），相同字母代表差异不显著（P > 0.05）。 

Different letters mean significant difference (P < 0.05), same letters indicate no significant difference (P > 0.05). 
 

50 μmol/L迷迭香酸与1.6 μmol/L CuSO4共同处

理时，明显下调了 CuSO4导致的活性氧水平的

升高，50 μmol/L 迷迭香酸和 8 μmol/L CuSO4

共同处理时，胚胎组织中的活性氧水平与 

8 μmol/L CuSO4单独处理相比显著降低（图 6）。 

3  讨论 

CuSO4 消毒灭菌作用强，常用于水产养殖

中杀灭有害藻类。CuSO4 使用剂量不当会导致

鱼类中毒死亡，给水产养殖业造成大量损失。

鱼类早期发育阶段的胚胎对外界环境污染敏

感。利用斑马鱼胚胎研究污染物毒性效应是最

常用的方法之一。因此本实验选择斑马鱼胚胎

作为实验材料，研究 CuSO4 对其发育的急性毒

性，而且通过添加抗氧化剂迷迭香酸研究了抗

氧化剂对CuSO4致斑马鱼胚胎发育毒性的抑制

作用。 

本实验得到CuSO4对斑马鱼胚胎 96 hpf的

半致死浓度 LC50 是 7.7 μmol/L（1.9 mg/L），半

致畸浓度 EC50为 1.9 μmol/L（0.9 mg/L）。赖凡

（2016）以 2 hpf 的斑马鱼胚胎作为实验材料，

得到CuSO4对斑马鱼胚胎 96 hpf的半致死浓度

LC50 是 3.755 mg/L，与本实验结果不同，可能

主要与实验收集斑马鱼胚胎的时间不同有关。

吕爱军等（2011）研究表明，CuSO4 对斑马鱼

96 h 的半致死浓度 LC50 是 5.4 mg/L，其选取斑

马鱼成鱼为实验材料，而本实验使用的是 1 hpf

斑马鱼胚胎，斑马鱼不同发育阶段对 CuSO4 敏

感性不同，这是造成两个实验结果不同的主要

原因。 

蔡文超等（2009）研究表明，铜离子可通

过绒毛膜进入胚胎，从而造成胚胎孵化率降低，

并使胚胎及仔鱼出现畸形等情况。铜离子主要

在抑制孵化、抑制生长发育和加快心率等方面     
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图 6  迷迭香酸抑制对 CuSO4致斑马鱼胚胎活性氧的影响 

Fig. 6  The change of ROS level in Zebrafish embryos caused by CuSO4 were inhibited by rosmarinic acid 

图中标注的不同字母表示其间存在显著性差异（P < 0.05），相同字母代表差异不显著（P > 0.05）。 

Different letters mean significant difference (P < 0.05), same letters indicate no significant difference (P > 0.05). 
 

影响斑马鱼胚胎的早期发育（Johnson et al. 

2007）。氧化应激也是造成 CuSO4 对生物体毒

害的重要机制之一（张清顺等 2010）。Rola 等

（2014）发现斑马鱼肝细胞暴露铜后，活性氧

水平升高，谷胱甘肽氧化酶和谷胱甘肽转移酶

的 mRNA 水平升高。Ganesan 等（2016）把斑

马鱼胚胎暴露于纳米铜氧化物中，发现 48 hpf

半致死浓度 LC50 值大约是 64 mg/L。纳米铜氧

化物通过降低抗氧化酶活性而诱导了氧化应

激。Yin 等（2018）研究表明，成年斑马鱼暴

露重金属铜后，活性氧、丙二醛和超氧化物歧

化酶水平均升高，引发氧化应激，对斑马鱼造

成毒害。 

抗氧化剂能有效调节动物机体氧化还原平

衡，减少氧化应激的产生，阻止或减少氧化损

伤（朱若岑等 2015）。Olivari 等（2008）证

明斑马鱼的侧线毛细胞暴露低浓度铜后，活性

氧水平增高，加入抗氧化剂可以有效抑制铜对

侧线毛细胞造成的毒害。抗氧化剂 N-乙酰半胱

氨酸可以抑制 CdCl2 对斑马鱼胚胎的发育毒性

（鲁疆等 2013）。迷迭香酸是一种天然的抗氧

化剂，其可通过减少活性氧生成，改善氧化胁

迫状态而对CdCl2导致的斑马鱼胚胎发育毒性起

抑制作用（鲁疆等 2013）。本实验表明，50 μmol/L

的迷迭香酸能有效降低CuSO4引起的斑马鱼胚

胎死亡率和畸形率的上升，提高胚胎孵化率。

迷迭香酸通过减少体内活性氧的生成，降低氧

化应激，从而对 CuSO4 致斑马鱼的胚胎毒性起

抑制作用。 
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