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溴隐亭对斑马鱼胚胎早期发育的影响
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摘 要：目的 探讨溴隐亭对斑马鱼胚胎生存率、孵化时间和形态发育异常的影响。方法 取斑马鱼胚胎随机分成溴隐亭溶液

组(10 μmol/L组、20 μmol/L组、50 μmol/L组、100 μmol/L组)，control组（空白对照组）和 0.5％二甲基亚砜（DMSO）对照组，比较各组

胚胎生存率、孵化时间、幼鱼鱼鳔充气、幼鱼畸形及发育异常情况。结果 48受精后发育小时数（HPF）时，溴隐亭溶液组胚胎孵

化率低于 2个对照组（P<0.05）；120 HPF时，20 μmol/L组、50 μmol/L组、100 μmol/L组斑马鱼幼鱼鱼鳔充气率、水肿率分别低于、高

于其余组（P<0.05），但各组畸形率比较，差异无统计学意义（P>0.05）；144 HPF时，50 μmol/L组、100 μmol/L组较其余4组斑马鱼幼

鱼生存率降低（P<0.05）。结论 高浓度溴隐亭可引起斑马鱼胚胎孵化延迟、斑马鱼幼鱼生存率降低、水肿及鱼鳔充气障碍，但对

斑马鱼胚胎发育畸形则无影响。 [国际神经病学神经外科学杂志, 2022, 49(3): 8-13.]

关键词：垂体催乳素腺瘤；溴隐亭；多巴胺受体激动剂；斑马鱼；胚胎发育；致畸作用

中图分类号：R971 DOI:10. 16636/j. cnki. jinn. 1673-2642. 2022. 03. 002

Effects of bromocriptine on early development of zebrafish embryos
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Abstract： Objective To explore the effects of bromocriptine on the survival rate，hatching time，and morphological de⁃
velopment of zebrafish embryos. Methods Zebrafish embryos were randomly divided into bromocriptine solution groups

（10-μmol/L，20-μmol/L，50-μmol/L，and 100-μmol/L groups），blank control group，and 0.5% dimethyl sulfoxide con⁃
trol group. These groups were compared with regard to the survival rate，hatching time，swim bladder inflation，and deformi⁃
ties and anomalies. Results At 48 hours post fertilization（HPF），the bromocriptine groups showed significantly lower
hatching rates than the two control groups（all P <0.05）. At 120 HPF，the 20-μmol/L，50-μmol/L，and 100-μmol/L bro⁃
mocriptine groups showed significantly lower swim bladder inflation rates and significantly higher edema rates than the other
groups（all P <0.05），but without significant differences in the rate of deformities between groups（all P >0.05）. At 144
HPF，the survival rate of zebrafish larvae was significantly lower in the 50-μmol/L and 100-μmol/L bromocriptine groups
than in the other four groups（all P <0.05）. Conclusion High concentrations of bromocriptine can delay embryos’hatch⁃
ing，reduce larvae’s survival rate，and cause edema and impaired swim bladder inflation in zebrafish，but have no associa⁃
tion with the developmental deformities of zebrafish embryos.
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溴隐亭是选择性D2型多巴胺受体激动剂，为我国治疗

垂体催乳素腺瘤推荐的首选药物［1］。表现为闭经、溢乳的催

乳素腺瘤女性患者在接受溴隐亭治疗后多可恢复月经周期

并怀孕，但目前溴隐亭是否具有胚胎毒性尚不明确，催乳素

腺瘤患者合并妊娠后是否应该停药仍存有争议［2-4］。
斑马鱼具有体外受精、胚胎易于观察、筛选准确率高

及与人类高相关性的优势，作为一种评价药物毒性的模式

生物已被国内外学者广泛接受［5-6］。因此，为探讨溴隐亭

的胚胎毒性、致畸作用，给临床用药提供参考意见，现针对

溴隐亭暴露下斑马鱼胚胎早期的发育情况展开研究。

1 材料与方法

1. 1 材料与动物

1. 1. 1 实验动物 Wild·type ABstrain斑马鱼（包括雌性

和雄性），鱼龄 6~9个月，由广东医科大学附属医院斑马

鱼实验室提供。

1. 1. 2 实验药品 溴隐亭标准品（纯度≥95%）购自中国

甄准生物公司，二甲基亚砜（Dimethylsulfoxide，DMSO）购

自美国Sigma-Aldrich公司。

1. 1. 3 实 验 仪 器 普通体式显微镜（日本 Olympus
Corporation），斑马鱼培养系统（中国北京爱生公司），智能

光照培养箱（中国 ZGX.300C），电子天平AB.160型（美国

Denver公司），6孔板、离心管、EP管等耗材（中国Nest）。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 收集斑马鱼胚胎 按照斑马鱼饲养准则，将斑马

鱼饲养在循环水系统中，每 10条鱼饲养在 1个鱼缸中，雄

性鱼与雌性鱼分开饲养。循环水标准：水温 28.5 ℃，pH
7.2~7.6，盐含量 0.03％~0.04％。室内光照周期 14∶10=光
照∶黑暗。下午 5时，将雌雄鱼以 1∶2的比例分别放入产

卵槽中（每个产槽共3条），并以隔板阻挡。次日晨起光照

开始时拔出挡板，并在拔出挡板后 30~60 min内收集胚

胎。将胚胎用幼鱼孵化水清洗2遍后，放入盛有幼鱼孵化

液的培养皿中，加入亚甲基蓝溶液（至终浓度 0.2‰左右）

防止真菌感染，置于恒温孵箱中 28.5 ℃孵育。在卵裂期

即受精后 2~4受精后发育小时数（hours post fertilization，
HPF），将胚胎置于体式镜下检查，确定发育阶段并选择

发育正常的受精卵备用。

1. 2. 2 实验分组 将孵育至 6 HPF的斑马鱼胚胎用塑

料吸管转移至6孔板，每30个卵放置于1个孔中。吸净孔

中的孵化水后迅速加入含有不同浓度（10、20、50及 100
μmol/L）溴隐亭溶液 5 mL（分别定为 10 μmol/L组、20
μmol/L组、50 μmol/L组、100 μmol/L组）。其中 10 μmol/L
组和 20 μmol/L组设定为低浓度组，50 μmol/L组和 100
μmol/L组设定为高浓度组。由于溴隐亭不溶于水，需要

先将溴隐亭标准品溶于两相溶剂 DMSO后再溶于纯水

中。因此设立两组对照：control组和 0.5％DMSO对照组

（DMSO组）。24 HPF时，分别将各组受试液更换一半相

同浓度的液体。为抑制斑马鱼色素生长，各组幼鱼孵化

水 中 均 加 入 0.003％ 苯 基 硫 脲（1-phenyl-2-thiourea，
PTU）。4.5 mL孵化水中加入 0.5 mL 10×PTU，PTU浓度即

为 0.003％。观察并记录各实验组存活的胚胎和幼鱼数

量。次日，48 HPF时全部更换为新鲜的纯水。此后每 24
h换 1次水。及时取出死亡的胚胎，以卵凝结和心脏停止

跳动作为死亡的终点。观察并记录各实验组存活的胚胎

和幼鱼数量，孵化数量。

1. 2. 3 一般毒性测定 为检测不同浓度溴隐亭及DMSO
对胚胎生存状态的影响，通过体式显微镜，分别在 24、48、
72、96、120及 144 HPF观察并记录各组存活的胚胎和幼

鱼数量。以卵凝结和心脏停止跳动作为死亡的终点。48
和 72 HPF观察并记录各实验组孵化数量。120 HPF观察

并记录各实验组有无畸形及鱼鳔充气情况，水肿情况。

为评估溴隐亭对胚胎发育的影响，通过体式显微镜，

分别在 48和 72 HPF观察并记录各组蜕膜的胚胎数量，也

可直接观察卵黄囊水肿情况、卵凝结情况、色素形成、尾

巴部延展和体节形成等，并且统计孵化率、致畸率、死亡

率等数据，画生存曲线，记录斑马鱼主要畸形特征。

1. 3 统计学方法

使用 SPSS 22.0软件进行统计学分析，计量资料用均

数±标准差（-x ± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析

或重复测量数据的方差分析，以P<0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2. 1 溴隐亭溶液对斑马鱼胚胎生存率的影响

各实验组在 24、48、72、96、120和 144 HPF胚胎以及

幼鱼的生存率比较，采用重复测量数据的方差分析，结果

显示：①不同时间点间的生存率有差别（F=75.564，P=
0.000）。②组间生存率有差别（F=54.617，P=0.000），con⁃
trol组、DMSO组及低浓度溴隐亭组，斑马鱼胚胎及幼鱼生

存率在各个时间点均高于 89%，差异无统计学意义（P>
0.05），而与 control组、DMSO组比较，50 μmol/L组与 100
μmol/L组斑马鱼胚胎及幼鱼生存率从 96 HPF开始明显

下降（P<0.05），120 HPF呈断崖式下跌，直至 144 HPF跌
至最低，且差异有统计学意义（P<0.05）。③组间的变化

趋势有差别（F=2.379，P=0.000）。见表1、图1。
2. 2 溴隐亭溶液对斑马鱼胚胎孵化时间的影响

斑马鱼胚胎一般在 48~72 HPF蜕膜孵化为幼鱼。根

据实验结果，在 48及 72 HPF，20 μmol/L组、50 μmol/L组
和 100 μmol/L组孵化率均低于 control组及 DMSO组（P<
0.05），而DMSO组与 control组之间比较，差异无统计学意

义（P＞0.05）。72 HPF时，control组孵化率高达 97.92%，

因此至 72 HPF斑马鱼胚胎几乎都会孵化，而此时 20
μmol/L组、50 μmol/L组和 100 μmol/L组孵化率均低于

control组及DMSO组。见表2、图2。
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2. 3 溴隐亭溶液致使斑马鱼幼鱼鱼鳔充气的影响

鱼鳔是控制鱼类在水中浮力大小的器官，正常斑马

鱼幼鱼在 120 HPF基本全部具有充气膨隆的鱼鳔，为检

测溴隐亭对斑马鱼鱼鳔发育的影响，以 120 HPF幼鱼作

为研究对象。本实验中，control组与DMSO组、10 μmol/L
组的鱼鳔充气率比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。与

control组及 DMSO组相比，20 μmol/L组、50 μmol/L组及

100μmol/L组斑马鱼幼鱼鱼鳔充气率下降（P<0.05）。见

表3、图3。
2. 4 各浓度溴隐亭溶液对斑马幼鱼的致畸作用

120 HPF时，各组畸形率比较，差异无统计学意义（P
>0.05）。斑马鱼幼鱼的畸形主要表现为：心包水肿、脊柱

弯曲、短尾、小头、小眼睛等。见表3、图4、6。
2. 5 溴隐亭溶液对斑马鱼发育的毒副作用

120 HPF时，50 μmol/L组、100μmol/L组水肿率高于

其他组（P<0.05）。见表3、图5、7。
表3 不同浓度溴隐亭溶液对 120 HPF幼鱼的鱼鳔充气率、畸形

率、水肿率比较 （%，
-x ± s）

组别

control组
DMSO组

10 μmol/L组

20 μmol/L组

50 μmol/L组

100 μmol/L组

F值

P值

重复

次数

8
8
8
8
8
8

120 HPF
鱼鳔充气率

79. 16±12. 939
71. 25±10. 973
69. 58±17. 316
2. 08±5. 894*
0. 00±0. 00*
0. 00±0. 00*
122. 93
0. 000

120 HPF
畸形率

3. 75±3. 754
4. 17±4. 960
5. 83±6. 607
5. 42±4. 342
5. 42±5. 618
4. 15±3. 887
0. 243
0. 941

120 HPF
水肿率

0. 83±1. 541
0. 83±1. 541
1. 25±2. 481
8. 75±19. 595
55. 00±20. 157*
50. 18±26. 287*

18. 677
0. 000

注 ：One wayANOVA 多 重 比 较 方 法 LSD 和 Dunnett T3；*表 示 与

DMSO组和 control组比较，差异有统计学意义（P<0.05）；重复 8次，

有1组胚胎数31枚，其余7组均为30枚。

表1 不同浓度溴隐亭溶液对斑马鱼胚胎及幼鱼生存率的影响 （n=241）

组别

control组
DMSO组

10 μmol/L组

20 μmol/L组

50 μmol/L组

100 μmol/L组

例数

8
8
8
8
8
8

生存率/（%，
-x ± s）

24 HPF
99. 17±1. 541
97. 92±2. 480
96. 25±2. 783
98. 33±2. 520
93. 33±9. 759
94. 19±3. 445

48 HPF
99. 17±1. 541
97. 92±2. 480
96. 25±2. 783
97. 92±3. 055
93. 33±9. 759
92. 58±5. 919

72 HPF
98. 75±1. 723
97. 08±2. 783
96. 25±2. 783
97. 50±3. 884
92. 08±9. 910
92. 16±5. 704

96 HPF
98. 75±1. 723
97. 08±2. 783
95. 42±3. 537
97. 08±3. 574
87. 08±9. 990
85. 09±14. 082

120 HPF
97. 92±2. 480
96. 67±2. 521
95. 00±3. 985
96. 67±3. 564
44. 17±35. 714
33. 44±38. 052

144 HPF
97. 50±2. 956
96. 67±2. 521
94. 17±5. 565
89. 17±21. 287
6. 67±10. 079
3. 04±5. 738

图1 不同浓度溴隐亭溶液对斑马鱼胚胎作用下的生存曲

线图

110
100
90
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70
60
50
40
30
20
10
0

生
存

率
/%

0 24 48 72 96 120 144
时间/HPF

control组
20 μmol/L组

DMSO组

50 μmol/L组
10 μmol/L组
100 μmol/L组

生存曲线

*表示与 DMSO组和 control组比较，差异有统计学意义（P<
0.05）
图2 不同浓度溴隐亭溶液对斑马鱼胚胎孵化率的影响

孵
化

率
/%

100
80
60
40
20
0

48 HPF 72 HPF
*
* * *

control组
DMSO组10 μmol/L组20 μmol/L组50 μmol/L组100 μmol/L组

* * *

表2 不同浓度溴隐亭溶液对斑马鱼胚胎孵化率的影响

组别

control组
DMSO组

10 μmol/L组

20 μmol/L组

50 μmol/L组

100 μmol/L组

F值

P值

重复次数

8
8
8
8
8
8

胚胎孵化率/（%，
-x ± s）

48 HPF
44. 17±30. 330
38. 33±17. 276
4. 59±7. 753*
0. 42±1. 177*
1. 67±4. 713*
0. 81±2. 280*
17. 819
0. 000

72 HPF
97. 92±3. 055
96. 67±2. 521
92. 50±6. 108
77. 92±14. 469*
68. 33±19. 356*
68. 52±18. 520*

18. 533
0. 000

注：One wayANOVA多重比较方法LSD和Dunnett T3；*表示与DMSO
组和 control组比较，差异有统计学意义（P<0.05）；重复8次，有1组

胚胎数31枚，其余7组均为30枚。
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3 讨论

溴隐亭是治疗催乳素腺瘤的主要药物，疗效肯定，但

恢复妊娠的催乳素腺瘤患者是否继续应用溴隐亭尚无定

论。Glezer等［7］认为多巴胺激动剂诱发妊娠有胎儿暴露

和症状性肿瘤生长的潜在风险，因此一旦确诊为微乳瘤

和鞍内大放线瘤的患者怀孕，应立即停用多巴胺激动剂。

也有研究表明，在妊娠早期进行溴隐亭治疗会妨碍新环

境中大鼠母亲的产后护理，并表明其他哺乳动物的产后

行为也会受到妊娠早期激素状态的影响［8］。但有学者认

为合并有高泌乳素血症的妊娠患者可继续服药直至妊娠

３个月［9］。茹意凤等［10］将 127例确诊为高泌乳素血症并

经治疗后妊娠的患者按孕早期是否继续服用溴隐亭分为

治疗组和对照组，结果发现两组均无新生儿畸形发生，但

对照组流产率高于治疗组。王茜等［11］观察了 25例溴隐

亭治疗妊娠合并高泌乳素血症患者的妊娠结局，认为溴

隐亭可降低合并高泌乳素血症孕妇的流产率，并不增加

新生儿风险。

本实验通过观察溴隐亭暴露下斑马鱼胚胎早期的发

育情况，进一步探讨该药物的胚胎毒性、致畸作用，为孕

妇在妊娠期对该药应用方面提供动物实验证据以及参考

意见。本研究显示，50和 100 μmol/L溴隐亭可引起斑马

鱼胚胎孵化延迟、斑马鱼幼鱼心包水肿，20、50及 100
μmol/L溴隐亭可导致斑马鱼幼鱼生存率降低、鱼鳔充气

*表示与 DMSO组、control组和 10 μmol/L溴隐亭溶液组比

较，差异有统计学意义（P<0.05）
图 3 不同浓度溴隐亭溶液中120 HPF幼鱼鱼鳔充气率比较

图 4 不同浓度溴隐亭溶液中120 HPF幼鱼畸形率比较

* 表示与DMSO组与 control组比较，差异有统计学意义（P<
0.05）
图 5 不同浓度溴隐亭溶液中120 HPF幼鱼水肿率比较

实验中偶可见小头、小眼睛、脊柱弯曲、短尾甚至无明显的尾

部。各组畸形率差异并无统计学意义。白箭头：小眼睛。黑

箭头：无尾。白三角：脊柱弯曲。黑三角：小头。

图6 畸形主要表现
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障碍，而溴隐亭各浓度对斑马鱼胚胎发育畸形则无影响。

André等［12］认为斑马鱼的孵化延迟是由于溴隐亭作

为多巴胺激动剂可抑制斑马鱼卵膜溶解酶的分泌而导

致。而对于斑马鱼幼鱼心包水肿、生存率下降及鱼鳔充

气障碍，笔者推测可能与催乳素有关。有研究指出催乳

素在斑马鱼胚胎发育过程中起着生存因子的作用，该激

素的缺乏，可引起细胞凋亡，这在眼和脑中尤为明显，其

中大多数死亡细胞是神经元来源的，包括神经元嵴衍生

的黑素细胞，催乳素蛋白的短暂下调导致了几个组织的

异常发育：头部变小，没有鱼鳔，眼睛变小，黑色素细胞分

化减少［13］。Shu等［14］则通过敲除斑马鱼催乳素基因来深

入研究其作用，可以观察到催乳素基因敲除的斑马鱼幼

鱼也出现了鱼鳔充气障碍的表现，而催乳素基因敲除后

的幼鱼在5个受精后发育天数后死亡。也与本实验中，溴

隐亭高浓度组的斑马鱼幼鱼死亡时间重合。死亡幼鱼是

否是因为鱼鳔不充气，幼鱼上下浮动受限，引起缺氧而死

则需要进一步探究。在催乳素基因缺失幼鱼中，某些关

键的Na+/Cl-转运蛋白在鳃的表达和Na+/K+ ATP酶亚基、

Na+/H+转运蛋白以及Na+/Cl-转运蛋白在前肾的表达均被

抑制，导致Na+/K+/Cl-吸收障碍，结果提示该激素的作用主

要是调节Na+、K+和 Cl-的吸收和稳态的渗透调节［14］。所

以笔者推测幼鱼生存率下降、鱼鳔充气障碍及心包水肿

的作用机制可能是因为溴隐亭在斑马鱼幼鱼中抑制了催

乳素的分泌，催乳素分泌的抑制引起的水电解质紊乱，使

得幼鱼出现心包、身体水肿，而心包水肿、心脏舒张受限、

静脉血液回流受阻等也会加重水肿，形成恶性循环，最后

心脏射血功能受限而死亡。本实验观察到溴隐亭引起斑

马鱼胚胎发育障碍的浓度在 20 μmol/L（换算为 1.5×107
pg/mL）以上，远远大于人类每天服用甲磺酸溴隐亭 5 mg
片剂时的血药浓度峰值（80 pg/mL），由此认为在治疗剂量

内，人类胚胎所能接触的溴隐亭血药浓度可能是远远不

足以引起离子转运及渗透压方面的缺陷。所以对于合并

垂体催乳素腺瘤的妊娠患者，妊娠早期可能仍存有雌激

素、泌乳素明显增加、黄体功能不全、垂体瘤瘤体增大等

症状，可建议其在正常治疗剂量下全程服用溴隐亭，并不

会增加流产、早产以及畸形风险。

本次研究中，未有对溴隐亭对斑马鱼幼鱼运动能力

以及脑部发育的影响深入研究，且这方面的研究国内外

相关文献报道较少，是另一个值得探讨的方向。在本研

究的 1次通过刺激 5个受精后发育天数幼鱼尾部观察幼

鱼躲避反应的实验中，发现 50 μmol/L组幼鱼运动躲避能

力明显变差，这提示幼鱼运动行为可能存在障碍。已有

研究表明，电压门控钠离子通道基因 scn1Laa参与斑马鱼

脑神经发育和生长，间接参与运动行为调节［15］。文中已

谈论到催乳素的分泌抑制会引起Na+/Cl-等转运蛋白受到

抑制从而出现水电解质紊乱，而其可能就是斑马鱼幼鱼

生存率下降、鱼鳔充气障碍及心包水肿的发生机制，那么

溴隐亭抑制催乳素的分泌是否也会对斑马鱼幼鱼运动能

力以及脑部发育存在不良后果？而电压门控钠离子通道

是否也在其中扮演着某种角色呢？因此溴隐亭对斑马鱼

幼鱼运动能力以及脑部发育的影响仍需要进一步的研

究，而另一个关键点在于所观察到的这些不良后果深层

次的机制仍应进行进一步的探讨，其中电压门控钠离子

通道基因 scn1Laa值得关注。

溴隐亭浓度在 50 μmol/L以下时，可见各组幼鱼外观无明显差异，鱼鳔正常充气，心包及身体无水肿。溴隐亭浓度在 50 μmol/L
及其以上时，可见幼鱼心包明显水肿，且鱼鳔不充气。白箭头：心包水肿。白三角：身体水肿。黑箭头：充气鱼鳔

图 7 不同浓度溴隐亭对幼鱼水肿的影响
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