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摘　要　　十溴联苯醚（BDE-209）是一类新型持久性有机污染物，可导致神经系统和生殖发

育等多种生理毒性。本文以秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）为模式生物，通过分析十溴联

苯醚（BDE-209）对其繁殖、寿命、细胞凋亡以及体内超氧化物歧化酶基因sod-3、类p-53蛋白基因

cep-1、细胞色素P450基因cyp35a2以及谷胱甘肽转移酶基因gst-1的影响，来评价BDE-209的生理、细

胞及分子水平毒性。试验结果表明，与空白对照相比，BDE-209低剂量（5 mg kg-1）短时间暴露，对

秀丽线虫细胞凋亡及产卵影响不显著；高浓度长时间暴露（30 mg kg-1）会导致秀丽隐杆线虫产卵数目

下降，寿命缩短，细胞凋亡。Real-time PCR试验表明，低剂量（5 mg kg-1）暴露使得sod-3、cep-1、

cyp35a2基因表达显著增加；高剂量暴露（30 mg kg-1），虽然sod-3表达显著增加，但增加幅度低于低

浓度暴露组，cep-1、cyp35a2基因表达显著受到抑制。说明长期暴露在高浓度（30 mg kg-1）十溴联苯

醚环境中，会促使秀丽隐杆线虫产生氧化应激反应，秀丽隐杆线虫通过调控相关抗氧化基因的表达来

修复这种损伤，而高浓度的BDE-209会造成其机体氧化损伤、细胞凋亡及产卵量下降。
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十溴联苯醚（BDE-209）因具有良好的阻燃

性能，被广泛添加到塑料、尼龙、涤棉纺织物、电

路板及建筑材料中。对于BDE-209的生物毒性，

普遍认为是其在自然界缓慢降解成低溴物质而导致 

的［1-3］，但是目前越来越多的研究表明，BDE-209

自身的生物毒性也不可忽视，它会导致小鼠体外

受精率降低，影响受精卵的早期发育［4］；会对中

华哲水蚤的谷胱甘肽过氧化物酶（GPX）、谷胱甘

肽巯基转移酶（GST）和谷胱甘肽还原酶（GR）

造成胁迫［5］；还会对菲律宾蛤仔外套膜抗氧化基

因活性产生抑制作用［6］。目前有关BDE-209毒性

学研究对象主要集中在鼠 ［4，7］、蚯蚓 ［8］、水生 

物［5］、鱼类［9］、土壤微生物及其土壤酶活性［10-11］等

方面，而以秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans，

C. elgans）为模式生物的毒理研究鲜有报导。

土壤中的秀丽隐杆线虫，其结构简单，通体

透明，试验周期短，30% 的基因与哺乳动物基因

组同源，且全部基因均被解码，已被成功运用于生

命科学领域的毒理研究［12-14］。铜、铅、镉等重金

属以及毒死蜱、芳烃、有机磷农药等有机污染物对

秀丽隐杆线虫的毒理研究表明［15-16］，该模式生物

能很好地感知浓度的变化，为污染物毒性机理提供

理论依据。本研究以秀丽隐杆线虫为对象，分析

BDE-209对其产卵率、寿命以及体内超氧化物歧化

酶基因（sod-3）、类p-53蛋白基因（cep-1）、

细胞色素P450基因（cyp35a2）、谷胱甘肽转移酶

基因（gst-1）的影响，以期为BDE-209生殖、细

胞及分子水平毒性研究提供参考数据。
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1　材料与方法

1.1　供试材料

秀丽隐杆线虫（以下简称线虫）以及大肠杆

菌（OP50）均由华南农业大学植物线虫研究室提

供。十溴联苯醚（BDE-209）为优级纯，二甲基亚

砜（DMSO）等试剂均为国产分析纯。

1.2　试验方法

秀丽隐杆线虫培养：将线虫恒温（20℃）培养

于涂有OP50的NGM（Nematode Growth Medium）

培养基上［17］，待长至成虫待产卵时，在体式显微

镜（Olympuscx-21F51，日本）下挑出20条成虫置

于涂有OP50的新皿上产卵，2 h后将全部成虫挑出，

卵留在培养基上继续孵化培养至L4期，待用。

繁殖率测定［18］：将BDE-209用DMSO助溶后

配成5、10、20、30 mg kg-1的NGM培养基。试验

采取空白NGM培养基、DMSO培养基为对照组。将

上述培养基均匀涂上大肠杆菌，35℃培养8 h后，

将 孵 化 培 养 至 L 4 期 的 线 虫 （ 以 下 试 验 均 排 除 雄

虫）挑至不同浓度的培养基上，每皿5条，20℃下

培养。待线虫产卵后，每24 h移皿一次，计下产卵

数目，直至产卵结束，统计产卵期数目总和，折算

为每条线虫的产卵数目，每个浓度设置3个重复，

此为亲代（Parental  generation，P）线虫产卵率。

待卵孵化长至L4期时，移至相同浓度的BDE-209

且涂有大肠杆菌的培养基上，观察产卵率，每皿5

条，重复3次，此为子一代（F1）线虫产卵率，以

此类推，观察子二代（F2）、子三代（F3）产卵

率情况。

最长寿命测定［18］：将培养至L4期的线虫挑至

涂有OP50的不同浓度BDE-209的培养基上，每皿

10条，每24 h观察线虫成活数量及寿命。产卵期每

24 h移皿一次，产卵后，每48 h移皿一次，每个浓

度试验重复3次。

细 胞 凋 亡 测 定 ： 参 照 G u m i e n n y 等 ［ 1 3 ］的 方

法，用吖啶橙（AO）染色的方法检测秀丽线虫细

胞凋亡。将培养至L4期的线虫分别挑至0、10、

20、30 mg kg-1 BDE-209溶液中，每浓度100条，

添加OP50，避光20℃下保存24 h，再挑出线虫，

用M9溶液清洗后，在无食物的NGM培养基上恢复 

10 min，在载玻片上滴1滴1：10的甘油，将线虫挑

至甘油中，盖上盖玻片，在荧光显微镜下观察线虫

各部位细胞凋亡情况。激发波长为515 nm，吸收波

长为488 nm。

基 因 指 标 测 定 ： 收 集 不 同 B D E - 2 0 9 浓 度 下

培养的L4期线虫约20 μl，参照Invitrogen公司的

Trizol Reagent说明书操作提取总RNA。按照Rever 

Tra Ace qPCR RT Kit 试剂盒（TOYOBO）的方法

合成cDNA，使用GoTaq® 2-Step RT-qPCR System

试剂盒（Promega）在TAKARA实时定量PCR仪

上进行荧光实时定量的检测。荧光实时定量的引

物参照Zhang等 ［19］的设计，以3-磷酸甘油醛脱

氢酶基因（gpd-1）为内标，选取超氧化物歧化

酶基因（sod-3）、类p-53蛋白基因（cep-1）、

过氧化氢酶基因（c t l -2）、细胞色素P450基因

（cyp35a2）进行测定，基因表达值的计算方法采

用△Ct法（2ΔＣｔ），并进行对数转换［20］。每组试

验重复3次。

1.3　数据处理

采用Excel和SAS9.0软件处理试验数据并进行

相关性及差异性检验。

2　结　果

2.1　BDE-209对线虫产卵率的影响 
溶剂（DMSO）及BDE-209对线虫亲代、子一

代至子三代产卵率的影响见表1。由表1可以看到，

与空白对照组相比，亲代线虫溶剂组（DMSO）、

低 剂 量 B D E - 2 0 9 （ 5  m g  k g - 1） 试 验 组 暴 露 对 线

虫产卵率的影响无显著差异（p>0.05），而中剂

量（10 mg kg-1、20 mg kg-1）以及高剂量BDE-

209（30 mg kg-1）暴露组使得线虫产卵率显著下

降（p<0.05）。子一代线虫溶剂组产卵率变化不

显 著 ， 而 含 B D E - 2 0 9 试 验 组 产 卵 率 均 显 著 下 降

（p<0.05）；其中5 mg kg-1和10 mg kg-1试验组之间

差异不显著（p>0.05），20 mg kg-1和30 mg kg-1试

验组之间差异不显著（p>0.05）。子二代线虫溶剂

组及不同浓度的BDE-209 试验组与空白对照组相

比，产卵率均显著下降（p<0.05），其中5 mg kg-1

和10 mg kg-1试验组之间差异不显著，20 mg kg-1和

30 mg kg-1试验组之间差异显著（p<0.05）。子三

代线虫溶剂组及不同浓度的BDE-209暴露均使得线

虫产卵率显著下降（p<0.05）。暴露于相同浓度的

BDE-209中，随着时间的延长，线虫产卵率显著下

降：与空白对照组相比，低剂量组（5 mg kg-1）亲

代产卵率下降3.8%，子三代产卵率下降了55.3%；
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中剂量组（20 mg kg-1）亲代产卵率下降29.2%，子

三代下降了56.7 %；高剂量组（30 mg kg-1）亲代

产卵率下降了23.1%，子三代产卵率下降了81.7 %。 

表明，BDE-209低浓度（5 mg kg-1）短时间暴露尽

管对秀丽线虫产卵量影响较小，但随着暴露时间

的延长会抑制秀丽线虫产卵率；BDE-209高浓度 

（30 mg kg-1）短时间暴露即可显著抑制线虫产卵

量。试验中也发现，溶剂暴露会对秀丽线虫产卵量

产生影响，但显著低于BDE-209的影响，试验中应

注意其添加量。

表1　不同浓度BDE-209暴露对线虫产卵率的影响

Table 1　Brood size for worms exposed to different concentrations of BDE-209（eggs worm-1）

BDE-209

（mg L-1）
0 5 10 20 30 DMSO

P 217±17a 209±31ab 151±41b 152±34b 165±33b 185±21ab

F1 198±11a 161±27b 143±47b 95±13c 114±42c 176±10ab

F2 223±10a 163±26b 112±18b 143±6c 92±36d 169±18b

F3 221±13a 100±9b 93±27b 95±19b 40±14c 123±32b

　　注：P，亲代；F，子代。同一行中不同小写字母显著差异（p<0.05）Note：P，Parental  generation；F，Filial generation. 

Different lowercase letters in the same column mean significant difference（p<0.05）

2.2　BDE-209对线虫寿命及世代繁殖时间的影响

BDE-209对线虫寿命时间的影响见图1。由

图1可知，与对照组相比，暴露于5 mg kg -1、10 

mg kg-1 BDE-209环境中，线虫的平均寿命变化不

显著（p>0.05）；暴露于20 mg kg-1和30 mg kg-1 

BDE-209环境中，线虫的平均寿命（16.3±1.5 d和

15.0±1.0 d）均显著缩短（p<0.05）。

线虫在20℃下的世代繁殖约为3.5～4.0  d，

在BDE-209暴露的早期阶段，线虫世代繁殖时间

未受显著影响，但随着浓度的升高，毒害时间的

增加，世代繁殖时间延长。数据表明30 mg kg -1 

BDE-209暴露使得线虫子二代世代繁殖时间延长至 

4.0～5.5 d，至子三代时，产卵数量急剧下降，产

卵时间延长至6.1～7.0 d。

2.3　线虫细胞凋亡情况

本研究采用吖啶橙染色法定性检测秀丽线虫的

细胞凋亡情况。染色后，DNA断裂凋亡细胞的核为

亮绿色或黄色，而正常细胞为淡绿色。浸润于不同

浓度的BDE-209溶液中24 h后，线虫细胞凋亡情况

如图2所示。

与 对 照 （ 图 3  A ） 相 比 ， 暴 露 于 1 0  m g  k g - 1 

BDE-209（图3 C）的线虫通体均为浅绿色，咽部

颜色稍微深些，20 mg kg-1 BDE-209处理（图3 E）

的生殖腺部位上端为淡绿色，细胞凋亡不明显； 

30 mg kg-1 BDE-209处理（图3 G）的线虫生殖腺

部位绿色较深，尤其是体内的卵为亮绿色且略带黄

色。表明高浓度的BDE-209（30 mg kg-1）可能导

致秀丽线虫生殖部位细胞发生凋亡。

2.4　BDE-209对秀丽线虫各基因表达的影响 
本研究检测了BDE-209对秀丽线虫sod-3、

cep-1、cyp35a2、gst-1基因表达的影响，结果见

图3。由图可知，与空白对照组（CK）相比，除

gst-1外，溶剂对sod-3、cep-1、cyp35a2表达抑

制作用不显著。暴露于低浓度（5 mg kg-1）BDE-

209环境中秀丽线虫sod-3和cep-1表达极显著增

加（p<0.01），暴露于中高浓度（10 mg kg -1、

注：小写字母不同表示处理间显著差异，p＜0.05 Note：

Different lowercase letters mean significant difference at 0.05 level

图1　不同浓度BDE-209下秀丽线虫平均寿命

Fig.1　Mean life span of C. elgans exposed to BDE-209 relative 

to concentration of the substance 
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（A，B）：暗场和明场下的对照组线虫；（C，D）：暗场和明场下的10 mg kg-1试验组线虫；（E，F）：暗场和明场下的20 mg kg-1

试验组线虫；（G，H）：暗场和明场下的30 mg kg-1试验组线虫。

（A，B）： Apoptosis of worms in control group under dark field and lighted field；（C，D）：Apoptosis of worms exposed to 10 mg 

kg-1 of BDE-209 under dark field and lighted field；（E，F）：Apoptosis of worms exposed to 20 mg kg-1 of BDE-209 under dark field 

and lighted field；（G，H）： Apoptosis of worms exposed to 30 mg kg-1 of BDE-209 under dark field and lighted field

图2　不同浓度BDE-209暴露下秀丽线虫细胞凋亡情况

Fig.2　Cell apoptosis of C. elegans exposed to BDE-209 relative to concentration of the substance

注：图中误差线为标准差。大写字母不同表示差异极显著 

p<0.01 Note：Bars represent standard deviation. Different capital 

letters mean significant difference at 0.01 level

图3　BDE-209暴露对线虫基因表达的影响

Fig.3　Gene expressions of C. elegans exposed to different 

concentrations of BDE-209

30 mg kg-1）处理的sod-3和cep-1表达增加不显著

（p>0.05）。对于cyp35a2，低浓度（5 mg kg-1）

B D E - 2 0 9 处 理 组 秀 丽 线 虫 c y p 3 5 a 2 极 显 著 增 加

（p<0.01），而高浓度BDE-209（30 mg kg-1）处

理组cyp35a2表达则极显著下降（p<0.01）。gst-1

在3个浓度处理组均极显著下降（p<0.01），且随

着浓度的增加，下降趋势越明显。

3　讨　论

线虫短期暴露于在低浓度的BDE-209（5mg kg-1）

中产卵数目差异不显著（亲代），但随着暴露时

间的延长，线虫后代产卵数量开始下降，且随着

DBE-209浓度的增加和暴露时间延长，后代产卵

数量下降显著。尤其是高浓度组（30 mg kg -1）

到子三代时，产卵数目急剧降低了81.7%，显示

高浓度的BDE-209对线虫的繁殖和生殖能力有一

定抑制作用。凋亡试验表明，暴露于30 mg kg-1的
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BDE-209溶液中24 h，线虫生殖部位细胞有凋亡 

现象。

sod-3是使生物体免受氧自由基破坏的重要抗

氧化酶，当受到外界氧化胁迫时，sod-3的表达量

会发生变化，且在一定限度内与氧化胁迫程度相

关［19，21］。孟范平等［22］发现当受到BDE-47胁迫

时，低浓度下海水小球藻的抗氧化酶活性上升，

高浓度下活性受抑。Bellés等［23］研究了五溴联苯

醚（BDE-99）对小鼠的影响，也发现高浓度下小

鼠小脑sod活性明显降低。另外杜红燕等［24］以红

虫（淡水单孔蚓）为研究对象，张喆等［6］以菲律

宾蛤仔外套膜为研究对象，均发现sod活性在BDE-

209的作用下呈现先激活后抑制的现象。本研究试

验数据也表明，当线虫暴露于低浓度BDE-209（5 

mg kg-1）中时，sod-3表达显著增加（p<0.01），

当暴露于10 mg kg-1、30 mg kg-1 BDE-209中时，

sod-3表达增加幅度显著下降（p<0.01），即随着

BDE-209浓度的增加出现先激发后抑制现象。

与 生 物 细 胞 凋 亡 密 切 相 关 的 类 p 5 3 蛋 白 基 因

cep-1［25-26］，当受到外界胁迫时，cep-1显著上调，

促进细胞凋亡以减轻外来氧化应激压力 ［19，27］。 

本研究中，低浓度时（5 mg kg-1）cep-1极显著上

调（p<0.01），高浓度时（30 mg kg-1）cep-1极显

著降低（p<0.01），sod-3基因表达与cep-1表达趋

势一致。暴露于BDE-209的凋亡试验照片表明，低

浓度下不明显，高浓度下生殖部位受损明显，表明

高浓度暴露可能对线虫的生殖造成影响，这与梁辰

等［28］研究结论（BDE-209会危害孕期大鼠的生殖

发育）一致。

本研究sod-3、cep-1基因在不同浓度的BDE-

209胁迫下均出现先激发后抑制现象，这与BDE-

209对菲律宾蛤仔外套膜的毒性反应相似［6］。推测

是BDE-209诱导线虫产生氧化应激反应，以应对可

能导致的氧化损伤，但随着BDE-209浓度的增加，

毒害作用超过线虫自身机体的调节能力，导致酶活

性降低，细胞凋亡。而此时与异生质代谢有关的基

因cyp35a2也出现先激发后下降现象，可能是受到

外源刺激后，虽然激发了线虫体内的细胞色素酶 

基因cyp35a2，但却因浓度及毒性超出线虫耐受范

围，无法参与外源污染物代谢，造成机体损伤，发生

“中毒”现象。谷胱甘肽转移酶（GSTs）是异生质

代谢后重要解毒酶，它可以将有害物质催化，增加

其疏水性，以便于顺利通过细胞膜排出体外［29］。 

本试验中，gst-1表达显著受抑制，表明线虫无法

对BDE-209进行催化及解毒。结合线虫的产卵率及

世代繁殖时间来看，短期暴露于低浓度BDE-209

（5 mg kg-1）中，线虫主要通过调高sod-3基因表

达来应对氧化损伤；但随着暴露时间的延长以及

BDE-209浓度的增加，线虫无法对外源异生质进行

代谢及解毒，完成自我修复功能［30-31］，从而导致

机体受损，细胞凋亡以及产卵率、最长寿命等生物

指标下降。有关BDE-209对秀丽线虫的毒害机理

以及分子机制方面的研究尚不明确，仍需作深入

的研究。 

4　结　论

暴露于低剂量BDE-209（5 mg kg-1）环境中，

短时间对秀丽线虫影响较小，但随着浓度的增加以

及暴露时间的延长，秀丽线虫产卵数量下降，最

长寿命缩短，世代繁殖时间延长，种群繁殖受到

抑制。Real-time PCR试验表明，低浓度BDE-209 

（5 mg kg-1）暴露，秀丽线虫可能通过调高sod-3、

cep-1以及cyp35a2基因表达以应对氧化损伤，但

高浓度暴露（30 mg kg-1），可能因机体受损，秀

丽线虫抗氧化基因（sod-3、cep-1）、代谢基因

（cyp35a2）以及解毒基因（gst-1）严重受抑制。

表明高剂量（30 mg kg-1）BDE-209暴露可能会使

得秀丽线虫无法修复氧化损伤而导致细胞凋亡，并

造成线虫生殖及生长发育毒性。

致　谢　感谢华南农业大学植物线虫研究室廖

金铃惠赠秀丽隐杆线虫以及对试验的悉心指导！
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TOXICITY OF DECA-BROMINATED DIPHENYL ETHER TO CAENORHABDITIS 
ELEGANS

Wang Yingli1，2　Chen Jiansong3　Yang Yuxiang1　Xie Qilai1†

（1 College of Natural Resources and Environment，South China Agricultural University，Guangzhou 510642，China）

（2 School of Chemistry and Environment，Jiaying University，Meizhou ，Guangdong 514015，China）
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Abstract　Deca-brominated diphenyl ether（BDE-209）is a new kind of persistent organic pollutant，

which may have multi-physiological toxic effects on the nervous system，reproduction，development，

etc. of an organism . In the present study to assess toxicity of BDE-209 at the molecular，biochemical and 
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physiological levels Caenorhabditis elegans（C. elegans）was chosen as a model organism. The physiological 

experiment performed in this study was to determine effects of the substance on spawning rate of parental 

generations and filial generations of C. elegans，and life span and cell apoptosis of the parental generations；

the biochemical experiment was to monitor cell apoptosis of C. elegans with the acridine staining method；

and the molecular-level experiment was to determine changes in antioxidation genes，such as superoxide 

dismutase-3 gene（sod-3）and quasi p53-1 protein gene（cep-1），and xenobiotic metabolism enzyme，

such as cytochrome P450 35a2 gene（cyp35a2）and glutathione-s-transferase gene（gst-1）with the Real-
Time PCR method，so as to evaluate toxicity of BDE-209 at the physiological and molecular levels. Results 

show that compared with control group，exposure to a low dosage（5 mg kg-1）of BDE-209 did not have much 

effect on  spawning rate of the parental generation，but did on that of the filial generations，particularly on 

that of the third filial generation，which dropped by 61.5%. Exposure to medium（20 mg kg-1）and high（30 

mg kg-1）dosage of BDE-209 did inhibit their spawning rate（p<0.05）significantly，reducing that of the 

third filial generation by 66.7% and 89.3%，respectively. It is clearly shown that both long-time exposure to 

a low dosage（5 mg kg-1）and short-time exposure to a high dosage（30 mg kg-1）of BDE-209 could affect 

brood size of C. elegans. The experiments on life span and cell apoptosis demonstrate that exposure to a low 

dosage（5 mg kg-1）did not have much effect，but exposure to medium（20 mg kg-1）and high（30 mg kg-1）

dosages of BDE-209 did reduce mean life span of C. elegans；and exposure to a high dosage cause apoptosis 

around the gential area. Real-time PCR reveals that exposure to a low dosage（5 mg kg-1）of BDE-209 

significantly induced the expression of stress-related genes such as sod-3，cep-1 and xenobiotic metabolism 

enzyme cyp35a2 genes，but inhibited the expression of xenobiotic metabolism enzyme gst-1 genes，while 

exposure to a high dosage（30 mg kg-1）inhibited the expression of cep-1，cyp35a2 and gst-1，but increased 

the expression of sod-3 to an extent that was not so high as the former. However，it is quite obvious that the 

expression of gst-1 was always inhibited in either case. These findings indicate that，when exposed to a low 

dosage of BDE-209（5 mg kg-1）for a short time，C. elegans would react to oxidative stress，trying to repair 

the damage through regulating the expression of related anti-oxidation genes. In this case，C. elegans would 

be much affected in life span and spawning rate，however with the exposure going on，a low dosage（5 mg 

kg-1）of BDE-209 would significantly reduce the spawning rate of C. elegans and a high dosage of BDE-209

（30 mg kg-1）would cause oxidative injury and cell apoptosis to organs of of the C. elegans，and reduce its 

oviposition capacity. 

Key words　Deca-brominated diphenyl ether；Caenorhabditis elegans；Reproduction；Antioxidant 

enzymes，Gene expression
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