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中文摘要 

芬普尼 (fipronil) 是一種苯基吡唑類殺蟲劑，可選擇性抑制昆蟲中的γ-氨基

丁酸（GABA）受體。儘管芬普尼已成為在水生環境中使用最廣泛的藥物，但很

少有研究評估芬普尼的神經毒性對於水生脊椎動物的感覺和運動系統的影響。在

本碩士論文的研究中，我們選擇斑馬魚（Danio rerio）實驗動物來探討芬普尼對

感覺與運動系統的神經毒理作用。我們評估了急性芬普尼暴露對斑馬魚存活率，

側線毛細胞數量以及神經毒性的影響，此外，我們比較了正常與芬普尼處理下斑

馬魚的游泳軌跡熱圖、速度和距離的差異。我們的實驗結果發現成年斑馬魚暴露

在 0.5、1.0 和 2.0 ppm 芬普尼的水中環境 24 小時，與正常處理斑馬魚比較，存活

率隨著芬普尼濃度顯著遞減。而斑馬魚胚胎暴露在 0.1、0.5 和 1.0 ppm 芬普尼的

水中環境 24 小時，與正常處理斑馬魚比較，側線毛細胞數量也是隨著芬普尼濃

度顯著遞減。透過組織病理學和西方墨點法研究發現，成年斑馬魚暴露於 1.0 ppm

芬普尼的水中環境 24 小時，大腦組織的氧化壓力、發炎與細胞凋亡，與正常處

理斑馬魚比較，則是顯著增加。通過影像追蹤觀察，成年斑馬魚暴露在 0.1 和 0.5 

ppm 芬普尼的水中環境 24 小時，游泳軌跡的速度和距離隨著芬普尼濃度顯著遞

減，儘管芬普尼的神經毒性主要針對無脊椎動物昆蟲的 GABA 受體而開發，但

我們的研究結果發現，芬普尼不但會減低斑馬魚的存活率，還會透過損傷側線的

毛細胞數量以及產生氧化壓力、發炎與細胞凋亡來損傷大腦組織來影響斑馬魚的

感覺和運動系統。這結果推論系統農藥芬普尼誘導的神經毒性會損傷水生脊椎動

物的感覺與運動系統。 

 

關鍵字：系統農藥、芬普尼、毛細胞、側線、運動行為、氧化壓力、發炎、細胞

凋亡、斑馬魚 
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Abstract 

Fipronil is a phenylpyrazole insecticide that may selectively inhibit gamma- 

aminobutyric acid (GABA) receptors in the insect. Although fipronil have become the 

most widely used in aquatic environments, few studies have evaluated neurotoxicity of 

fipronil in sensory and motor systems of the aquatic vertebrates. In the research of this 

master thesis, the zebrafish (Danio rerio) experimental model system was selected to 

explored the neurotoxicological effects of fipronil in sensory and motor systems. We 

assessed effects of acute fipronil exposure in the survival rate, the number of hair cell 

of lateral lines, and the brain neurotoxicity in the zebrafish, In addition, heat maps, 

speed, and distance of swimming trajectory were compared between the zebrafish with 

sham and fipronil treatments. Our results showed the survival rates of the adult 

zebrafish exposed to fipronil at 0.5, 1.0 and 2.0 ppm were significantly decreased from 

24 hours of exposure. The number of hair cell of lateral lines of the zebrafish embryos 

exposed to fipronil at 0.1, 0.5 and 1.0 ppm were significantly decreased. As the 

fipronil concentration increased, the degree of reduction was enhanced in both of the 

survival rate of the adult zebrafish and the number of hair cell of the zebrafish 

embryos. Through histopathological and western blots observations, significant 

oxidative stress, inflammation, and apoptosis were observed in the brain of the adult 

zebrafish exposed to fipronil at 1.0 ppm. Through video tracking observations, the 

speed, and distance of swimming trajectory in the adult zebrafish exposed to fipronil 

at 0.1, and 0.5 ppm were significantly decreased from 24 hours of exposure. Although 

fipronil neurotoxicity specifically developed to target insect GABA receptors with low 

vertebrate toxicity, our results suggest that fipronil impairs sensory and motor systems 

in zebrafish by reducing the number of hair cell of lateral lines, and damaging neurons 

in the brain tissue via oxidative stress, inflammation, and apoptosis. Therefore, 

neurotoxicity of fipronil can reduce survival rate and movement in the zebrafish. The 

results also imply that fipronil-induced neurotoxicity could damage sensory and motor 

systems in the aquatic vertebrates. 

Keywords: system pesticide, fipronil, hair cell, lateral line, motor behavior, oxidative 

stress, inflammation, apoptosis, zebrafish 
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1. 系統農藥芬普尼之文獻探討 

  芬普尼 (Fipronil，IRAC 2B)，化學式 C12H4C12F6N4OS。為一環境農藥，具

接觸及胃毒性，中度系統性，為廣效性殺蟲劑，原型於 1996 年正式在美國核准

上市，並廣泛利用於殺蟑、滅蟻及防治跳蚤、蟋蟀、蝗蟲、白蟻和啃食植物的寄

生昆蟲。芬普尼的作用效果類似除蟲菊、有機磷或氨基甲酸鹽製之殺蟲劑 (Kidd

等人，1991; Bobe 等人，1997)。芬普尼主要作用機制為阻礙γ-氨基丁酸調節 

(γ-Aminobutyric acid，GABA)。實驗證實芬普尼可干擾 GABA 通道中的氯離子平

衡 (Cole 等人，1993)。GABA 是種神經傳遞物質，為麩氨酸的衍生物，為氨基

酸神經訊息傳遞家族之一。作用是與神經突觸前後特定的膜蛋白受體結合使離子

通道開啟：帶負電的氯離子流入細胞，帶正電的鉀離子流出細胞，這個現象稱為

過極化。過極化時，神經元的膜電位比靜止時有更大負值，距離產生動作電位的

去極化閾值較遠，而使軸丘無法產生動作電位，神經元受到短暫抑制，此反應稱

為抑制性突觸後電位（Inhibitory postsynaptic potential, IPSP）。GABA 可以透過

此抑制性作用以調節下視丘-腦垂腺-腎上腺軸（Hypothalamic-Pituitary-Adrenal 

Axis，HPA），抑制促腎上腺皮質激素釋放激素（corticotropin releasing hormone，

CRH）的分泌、降低促腎上腺皮質激素（Adrenocorticotropic hormone，ACTH）

的濃度，故 GABA 與個體免疫、抗應激能力、抗焦慮等皆有關聯 （Fritschy 等

人，2014）。 
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當芬普尼作用時，會與 GABA 選擇性競爭膜蛋白上的受器結合位點，當芬

普尼和神經上位於突觸後神經元細胞膜上配體閘控的離子通道(ligand-gated ion 

channels) GABA 受器 (GABAA Receptor)結合時，會阻斷氯離子通道流入，讓神

經系統訊號傳遞發生紊亂，使得神經細胞膜電位無法達到 IPSP，而造成蟲體神經

元過度興奮，進而導致個體死亡 (Gant 等人，1998; Kidd 等人，1991)。由於脊椎

動物的 GABAA受體與昆蟲不同，而且芬普尼對昆蟲特定 GABAA受體之親和力

優於對脊椎動物(Stehr 等人，2006)，因此早期研究認為芬普尼對哺乳動物的神經

系統傷害輕微(Narahashi 等人，2007 及 2010)。 

由於 GABAA受體與甘氨酸 (Glycine) 受體在氨基酸序列和結構上有很高相

似性，在離子調節上等生理功能也有類似的機轉（Chua 等人，2017）。除昆蟲

外，芬普尼在動物中對於甘氨酸受體也具抑制效果，特別是在小型水生動物上

（Monesson 等人，2018）。甘氨酸是另一種中樞神經系統的抑制性神經傳導物

質，當由突觸後神經元囊泡釋放出來時，與專一性受體結合可促進細胞膜對氯離

子通透性，類似 GABA 的生理作用（吳東川，2018)，並抑制細胞膜去極化作用，

短暫維持一個相對略高的膜電位，稱為興奮性的突觸後電位 (Excitatory 

postsynaptic potential, EPSP)。 

若甘氨酸受體被芬普尼抑制，會阻斷氯離子通道使得 EPSP 無法產生，結果

在中樞神經中會干擾脊髓、腦幹的神經訊息傳遞，導致肌肉抽蓄痙攣、呼吸肌受

損等（Monesson 等人，2018）。由上述文獻可知，芬普尼對於神經膜電位具廣
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泛的影響，且更多研究顯示，芬普尼對神經元上離子通道之傷害對水生生物及脊

椎動物皆有程度不同的影響，並藉由調控 GABA 離子通道的神經刺激，可以影

響斑馬魚之視丘等中樞神經系統，進而影響生理表徵等（Kim 等人，2004; 

Monesson 等人，2018; Ramaswamy 等人，2020）。 

 

2. 系統農藥芬普尼之生物毒性 

芬普尼除前述神經毒性外，也有眾多研究描繪出系統農藥芬普尼之生物毒性

與危害。當芬普尼作用於生物其他器官組織、細胞時也會產生毒性效果。例如芬

普尼影響果蠅體細胞之粒線體凋亡 (Zhang 等人，2015)，影響小鼠的腦與腎組織

之氧化壓力 (Roques 等人，2013) 或產生腫瘤前期突變 （Tingle 等人，2003）；

對日本鷓鴣 (Coturnix japonica)心肺組織之炎性反應與氧化壓力傷害 (Khalil 等

人，2019)；在鯉魚的腦、肝、腎、肌肉組織中的丙二醛 (Malondialdehyde, MDA)

等自由基指標表現量大幅上升 (Clasen 等人，2012)。在細胞模式平台上，芬普尼

也顯示具調控細胞凋亡因子 (Park 等人，2020; Zhang. 等人，2015; Vidau 等人，

2011)，和胞內氧化壓力反應及代謝途徑的的效果 (Wang 等人，2016)。 

在市場上，芬普尼以「法台寶」、「特滅多」、「氟蟲腈」等名稱銷售。芬

普尼為長效型的殺蟲劑，且具有需用濃度低、無忌避性等優勢，可有 4 至 6 個月

的除蟲效果，對節肢動物具強大的功效，防治家庭害蟲如白蟻、蟑螂時同具良好

效果。另外在寵物用藥上芬普尼商品名為「蚤不到」，使用在貓狗身上約可維持
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一個月的體表驅蟲效用 (林孟汝，2017)。然而，芬普尼之環境污然及對人體之危

害相關研究逐漸受到矚目 (Jackson 等人，2009)。早期動物實驗已證實大鼠長期

暴露於芬普尼中，會引起甲狀腺良性及惡性的腫瘤產生 (Tingle 等人，2003)。2005

年時，美國環境保護署 (United States Environmental Protection Agency, USEPA)

已將芬普尼列為可能致癌物質(USEPA, 2005 )。 

在台灣，曾發生野生鳥類芬普尼中毒、手搖茶驗出芬普尼農藥殘留等新聞。

根據報導，2017 年芬普尼雞蛋污染事件，涉及殺蟲劑污染的雞蛋和蛋製品蔓延、

擴及全球，逾 40 國的雞蛋遭到芬普尼殘留污染。我國農委會也公布境內數個養

雞場之產品芬普尼含量超標。芬普尼污染雞蛋之成因，除作為雞舍環境除蟲用藥

殘留外，皆指向疑似蛋農不當使用農藥：蛋雞身上常有雞蝨或寄生蟲，導致產蛋

率下降。因此蛋農將原用於農作物之芬普尼略為稀釋後，對蛋雞羽毛進行直接噴

灑，希望達到驅蟲效果。芬普尼具脂溶性，進入雞隻體內便會代謝並儲存於脂肪

中，因此芬普尼不僅會殘留在雞隻身上，也可能殘留在所產出的蛋及相關農產品

中，導致產品驗出芬普尼殘留超標 (張珍珍，2018)。近年台灣蜜蜂也屢傳異常大

量死亡，蜂蜜產量只剩下二成，使蜂農損失慘重，專家研判是芬普尼環境殘留導

致蜜蜂中毒死亡：工蜂在外採蜜，接觸到植物帶有芬普尼的花蜜或花粉時會導致

神經中毒；蜜蜂呈現興奮狀態直至衰竭而死。若中毒未立即死亡之成體回巢後餵

養幼蜂，間接沾染芬普尼之幼蜂因耐受度較差，將導致整群幼蜂死亡而滅巢 

（Kairo 等人，2016; Holder 等人，2018）。相關研究證實芬普尼使蜜蜂體內過氧
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化氫酶 (Catalase)與羧酸酯酶體 (Carboxylesterase)等抗氧化與解毒相關蛋白表現

異常 (Carvalho 等人，2013)。 

迫使政府正式對外公告將芬普尼列為禁用農藥，不得再製造生產或持有 (行

政院農委會防檢局公告，2015)。研究文獻更指出，部分芬普尼代謝物的毒性大

於芬普尼 (Weston 等人，2014)。 

芬普尼主要代謝物為硫醚 (Sulfide)，在好氧或厭氧含水的環境中易產生。硫

醚經氧化反應及光降解作用後最終可產生碸 (Sulfone)，此化合物對鳥類具急毒

性，也易透過生物累積進入到高級消費者的體內。相對於芬普尼而言，其光解代

謝產物 Sulfone 更易和昆蟲 GABA 受體結合，進而造成神經中毒，並經由生物鏈

的傳遞累積於高等生物之中。並對水生生物、魚類有極高的毒性 (Hainzl 等人， 

1998)。此外，Sulfone也提供強大的氧化壓力，產生之活性氧物質 （Reactive oxygen 

species, ROS）可調控細胞凋亡 (Zhang 等人， 2015)。 

據實驗報告，Sulfone 對魚類的毒性達到芬普尼原產物的 6.3 倍 （Tong 等人，

2019）。有些研究亦表示芬普尼暴露環境約七天之後，產生的代謝產物還足以對

昆蟲產生毒性，在第 60 天仍能測得殘留，直至 12 個月後才完全無法偵測到芬普

尼及相關代謝物殘留。芬普尼亦可長期殘留在土壤或地下水體中，對於不特定接

觸到之生物造成慢性傷害，後續恐產生對芬普尼帶抗藥性的族群，惡性循環下將

使環境更難以控制 (Wu 等人，2015)。 
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綜上所述，諸多文獻回顧指出芬普尼及相關產物除神經毒性外，也具有肝腎

毒性、生殖毒性以及細胞毒性。其中神經傳遞物質的抑制與氧化壓力上升是芬普

尼的主要毒性來源 (Badgujar 等人，2015; Wang 等人，2016)，透過動物模式研究，

則有助我們更進一步評估芬普尼對生物及環境之影響。 

 

3. 斑馬魚作為模式動物之優點 

斑馬魚 (Brachydanio rerio) 原為常見一熱帶魚。由於全身具有斑馬樣之相

間條紋而得其名。近年來逐漸成為重要的模式動物。由於斑馬魚孵化約 90 天即

性成熟。精卵行體外受精、體外發育，胚胎孵育速度快且透明，又對水質要求不

高。因此有易於觀察其發育變化過程、成長快速、繁殖力高、飼養簡易且成本低

等優點（Westerfield 等人，1995）。此外，胚胎發育機制與哺乳動物相似、有近

似人體的各種器官系統、神經系統、代謝途徑、藥理病理特性等 (Lieschke 等人， 

2007)。其基因組也與人類有約 80%之相似性，且已建立完整的基因資料庫。 

因此斑馬魚模式廣泛應用於毒性試驗中 (Hill 等人， 2005)。因此斑馬魚模

式廣泛應用於毒性試驗中（Hill 等人， 2005），並且在神經訊息傳遞物質相關的

毒理、藥理研究中用作試驗平台（Rico 等人，2011）。因此現今除常見的以斑馬

魚胚胎進行各項試驗外，成魚亦為合適的多功能研究平台。斑馬魚更成為水生生

態毒理學上非常重要的指標生物。當斑馬魚受到環境污染物質的影響，能敏感地

反應微量環境污染物的毒性，並調控斑馬魚體內各生理系統，導致斑馬魚成體出
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現在行為體態上如變色、立鱗、脫鱗、鰓蓋打開、脊柱側彎、衝撞、沉底、痙攣、

浮游、仰游，甚至警戒、激動、爭鬥、恐懼、厭食、或是死亡等表現 (廖常凱、

邱彥璋，2012)；並在聽覺、視覺、心臟功能、腎功能、消化道功能等各項生化

指標上表現顯著改變 (彭蘊如，2017)，以上各種指標均具有相對應之生理意義，

可供評估試驗物質對淡水脊椎動物毒性的影響。 

根據行政院農委會發布之指南，以斑馬魚生理變化偵測水中毒性物質技術

研發以及歐盟經濟合作發展組織（Organisation for Economic Co-operation and 

Development[OECD], 1992）之魚類急毒性試驗（Acute Toxicity Test）指南皆推薦

斑馬魚作為測試魚種，目前已有許多斑馬魚偵測水中毒物研究關於農漁牧用藥 

(除草劑、殺蟲劑和抗生素)、工業廢水 (重金屬)、民生污水 (界面活性劑)、塑化

劑、人工雌激素和人造奈米顆粒等。過去文獻回顧顯示斑馬魚模式已經驗證、測

試超過 1000 種有毒化學物質與廢水成分檢驗 (吳蕙如，2013)，近年更應用於作

為中藥藥理及藥毒性之測試平台 (彭蘊如，2017)。 

 

4. 斑馬魚側線毛細胞模式於聽覺及行為研究上之回顧 

魚類具有哺乳動物所沒有的感覺器官：側線系統 (Lateral line system)，魚之

側線與兩棲類的毛細胞皆具有感受低頻振動的功能，為聽覺器官的雛型，可表現

聽覺受器的特性：如感測體表周遭水體的變化，區別水流方向、強弱及辨識在水

中游動的物體（Whitfield 等人，2002）。斑馬魚之側線因其位於體表，具有容易
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觀察操作等優點，近年逐漸做為耳毒性藥物模式發展 (Owens 等人，2007)。斑馬

魚的側線系統是具發展潛力的毛細胞研究平台，因魚類側線神經丘內的側線毛細

胞與哺乳類內耳的毛細胞在發生上與型態、功能皆相似 (Ghysen 等人，2004)。 

由於哺乳類之毛細胞位在內耳顳骨內不易取得；而魚類毛細胞位於體表的側

線上易於操作，可直接模擬耳蝸毛細胞的聽覺生理功能 （Wangemann 等人，

2006;Teixeira 等人，2015; Kindt 等人，2018）。因此許多毛細胞相關研究使用活

體斑馬魚側線系統取代以哺乳類耳蝸毛細胞體外培養的方式，以觀察刺激對毛細

胞之影響 (Lin 等人，2006)。同時斑馬魚側線相關的動物行為模式也可提供相關

證據，如交配，掠食，逆流等行為表現。當毛細胞受損導致側線系統失效時魚體

感知受限，會表現出運動上的異常窘迫。則此行為模式方法可用來輔助評估側線

毛細胞受損程度，或作為觀測毛細胞在聽覺生理途徑與行為反應的平台 

(Bhandiwad 等人，2013; Kalueff 等人，2013; Barcellos 等人， 2018)。 

為數眾多的研究以斑馬魚之側線毛細胞為動物模式平台，應用於聽覺保護及

耳毒性藥物研究（Williams 等人， 2000; Michel 等人， 2017），如應用在氨基

糖苷類抗生素或順鉑等化療藥的藥物劑量耳毒性試驗上 （Ou 等人，2007 及 2012; 

Owens 等人，2007; Rybak 等人，2007; Warchol 等人，2010; Hung 等人，2019）。

此類藥物主要與內耳中鉀離子及聽覺神經誘發電位之平衡有密切關係，其中通道

蛋白的鉀離子再循環、耳蝸內離子平衡在聽力形成的過程中扮演重要的生理功

能。而部分抗生素(如新黴素、鏈黴素和慶大黴素等)則為常見的耳毒性藥物，臨
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床上副作用易誘發耳毒性而導致聽力損傷：因干擾核糖體使提前終止蛋白質合

成；提供錯誤的胺基酸使得合成出的蛋白無法行使應有的功能，異常蛋白進而影

響細胞膜的通透性，從而又加速氨基糖苷類物質進入細胞內 (He 等人，2017)。

而膜的通透性改變也影響到機械性離子傳導通道之活性與電位平衡，而斑馬魚毛

細胞正提供一個便利實驗細胞離子通透性的平台。例如以此平台研究發現新黴素

(neomycin)會造成斑馬魚仔魚神經丘的毛細胞死亡 (Williams 等人，2000)。 

也有報導胺基酸甘醣類藥物或順鉑處理後，側線神經丘上數個特定位點的活

體螢光染色訊號減弱，顯示側線上毛細胞已受到傷害甚至誘發細胞凋亡（Trump

等人，2008; Hung 等人，2019）。另外部分文獻指出，耳毒性的機轉也可能為藥

物產生自由基使粒腺體失去功能，進而造成毛細胞失去再生能力所致(吳庭青等

人，2017)，以及藥物進入毛細胞內產生大量 ROS，導致細胞凋亡。也有文獻認

為主要傷害來源為斑馬魚毛細胞凋亡相關之訊息傳遞途徑受到藥物影響，如

caspase 9, MAPK, JNK, Bcl-2 等蛋白誘發之損傷。 

毛細胞藉由運動開啟毛束上的通道使得鈣離子流入，以此為主要通透離子的

孔道，此系列被稱為毛細胞機械性傳導通道 (mechanotransducer channel, MET 

channel)。而魚類毛細胞組成的側線系統，基本感覺單位稱為神經丘(neuromast)；

側線上的毛細胞與支持細胞聚集成神經丘並與感覺神經連接，其上排列毛細胞，

露出於體表外以偵測聲波水波等細微震動。此外，側線系統毛細胞可分為靜纖毛

與動纖毛兩類。當靜纖毛向動纖毛方向彎曲時引起毛細胞去極化使膜電位減小。
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與其相連結的傳入神經衝動增加，表現興奮性效應。當靜纖毛背離動纖毛彎曲

時，引起毛細胞超極化，膜電位增大而傳入衝動減少，表現抑制效應。毛細胞由

細胞本體與感覺纖毛束(sensory hair bundle)兩部分組成。 

纖毛的頂端分布許多機械性傳導通道。當機械性刺激使纖毛相互拉扯，頂端

的通道因而開啟，外界的鈣離子就會流入使毛細胞內電位升高，造成極化反應，

並釋出神經傳遞物質乙醯膽鹼(acetylcholine)以刺激突觸後的傳入神經元，將神經

衝動傳至中樞（Lin 等人，2006）。 

 

5.斑馬魚模式應用於芬普尼檢測 

毛細胞之運動機制與側線感覺神經機制調控，皆仰賴毛細胞中纖毛之機械性

通道產生的刺激以開啟電訊號傳遞路徑；而神經電訊號傳遞又取決於膜電位的升

降與極化，同時前述芬普尼之機轉藉由對 GABA 等神經傳遞物質受體之抑制而

可改變細胞通透性、干涉離子平衡，影響膜電位極化反應。因此認為芬普尼可作

用於毛細胞上，進而調控感覺神經乃至於中樞神經從而影響魚類之行為表現。此

外，芬普尼對於毛細胞與神經細胞的氧化壓力也是有顯著影響。目前已有數篇文

獻發表以斑馬魚幼體應用於偵測環境芬普尼、探討芬普尼對胚胎發育、仔魚行為

之影響。例如在行為 (Wang 等人，2016)、器官發育(Stehr 等人，2006)、血管壓

力與血管新生 (Park 等人，2020)、DNA 甲基化 (Qian 等人，2017)、氧化壓力 (Wu
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等人， 2015)等研究上，芬普尼皆有明顯之調控功能。並且在斑馬魚側線毛細胞

上，GABA 等神經傳遞物質受體受芬普尼之調控。 

但目前尚未有觀測芬普尼對斑馬魚成體之危害，以及綜合各項傷害指標與毛細

胞損傷之合併研究，因此在探討系統性農藥芬普尼作為環境毒物對水生生物之急

毒性傷害上仍有待整合之處。 
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研究目的 
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在本碩士論文的研究中，我們選擇斑馬魚實驗動物來探討芬普尼對感覺與運動

系統的神經毒理作用。我們評估了急性芬普尼暴露對斑馬魚存活率，游泳軌跡熱

圖、胚胎側線毛細胞發育、以及神經毒性的影響，此外，我們也利用免疫組織化

學染色與西方墨點法分析比較芬普尼對斑馬魚大腦組織的氧化壓力，發炎、與細

胞凋亡的蛋白質表現變化。 
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材料方法 
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1. 實驗動物  

斑馬魚使用成年野生種 (pronounced star-AB)斑馬魚(Danio rerio)，母系來自

台灣班馬魚中心—中央研究院分支 (Taiwan Zebrafish Core Facility at Academia 

Sinica)，以除氯曝氣水飼養在實驗室裡 50×25×25cm 的魚缸中，光暗周期為 14/10

小時，魚飼料每日餵食一次並測量水溫使其維持在 26-28℃。實驗進行時斑馬魚

週齡皆為 16 週，取體型相近之成年公魚分組在光週期中進行實驗。 

 

2. 芬普尼之實驗準備 

純芬普尼粉末由 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)購得。以 0.5g 的芬普尼

粉末，與助溶劑 50mL 的 DMSO (Dimethyl sulfoxide;0.5%)並加入二次水混合直到

體積 5L 以配製成 1 ppm 的芬普尼原液 (含 0.1%之 DMSO)，再分別以二次水稀釋

成 0.5 ppm、0.2 ppm、0.1 ppm 的實驗用芬普尼水溶液備用。每缸使用一公升芬

普尼水溶液。將斑馬魚飼養於不同濃度中(0.5, 0.2, 0.1, 0 ppm)至 96 小時結束以供

行為與病理試驗。 

 

3. 行為實驗方法  

根據指南，活體行為實驗方法如下： 

(1) 挑選試驗魚隻：使用足齡且體長約 2±1 公分之健康斑馬魚。 
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(2) 試驗物質之配製：依照該物質之使用方法先以有機溶劑 (DMSO) 溶解，再以

養殖水配製。 

(3) 魚隻置入含試驗物質之試驗缸中：每個試驗缸中分配 10 尾斑馬魚，且含藥試

驗液之總體積為 1 公升。 

(4) 暴露於含藥試驗液中 96 小時：投藥之後每 24 小時更換含藥試驗液並請清理

排泄物，直到第 96 小時試驗結束。 

(5) 臨床觀察記錄：在投藥後第 12、24、48、72 和 96 小時記錄斑馬魚之死亡數

與觀察存活魚隻行為。 

(6) 統計死亡率並計算 LC50：統計各處理濃度於 96 小時試驗期間之魚隻死亡總

數，再分析估算 LC50 值。 

(7) 行為軌跡追蹤分析：利用動物行為軌跡追蹤分析系統 (Noldus Ethovision XT, 

Noldus, Wageningin, The Netherlands) 做為主要觀察記錄工具。行為實驗中半

致死量實驗將斑馬魚飼養在固定體積的魚缸 (20 cm×10 cm×20 cm)，於不同濃

度(0.5, 0.2, 0.1, 0 ppm)之芬普尼水溶液，每 24 小時觀察一次，至 96 小時結束。

每一個濃度組別均分別觀察錄影，加入新曝氧水後每次放入一條魚觀察，待

魚適應 1 分鐘後啟動軟體攝影紀錄 10 分鐘，並連續觀察斑馬魚暴露芬普尼後

每隔 24 小時之活動力變化。每一組別之斑馬魚群體數量約 8 ~10 隻。此外， 

DMSO 也進行同樣處理作為預實驗，以驗證助溶劑成分是否有顯著影響行為

實驗。 
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4. 斑馬魚胚胎側線毛細胞的螢光染色 

以 MitoTracker Green FM1-43染劑在活體中標定側線毛細胞上之神經丘中

MET channels 並測量其數目。將仔魚(4dpf)以 FM1-43 (Invitrogen) 3μM 處理 15

秒，接著再以麻醉劑(MS 222, Sigma)麻醉後進行以 400x 螢光顯微鏡拍攝 

(Olympus BX60 Microscope, Canon DS126271)。 

 

5. 免疫組織化學染色  

行為實驗完後取下斑馬魚腦組織，再以 10%中性福馬林 (formalin) 浸泡固

定，目的在於防止腐敗並保持生前原來構造。固定完成後以石蠟(paraffin)包埋，

並利用旋轉式精密切片機 (Leica RM2135, Wetzlar, Germany)切製成 5 µm 之組織

切片，接著將組織切片貼片保存。在攝氏 60 度加熱進行脫蠟：經數次甲醇、95%

酒精、二次水以洗淨石蠟後，浸於 epitope retrieval buffer 中水浴加熱二十分鐘進

行抗原修復，並加入 peroxidase block 及 protein block (abcam, Cambridge, United 

Kingdom)；其次分別加入適當濃度之一級抗體反應一小時，再加入含有

horseradish peroxidase (HRP)之適當濃度 Novelinktm polymer detection system 1 二

級抗體標定。實驗使用抗體如表 1。經 substrate buffer 稀釋之 3,3′

-Diaminobenzidine chromogen (DAB; abcam, Cambridge, United Kingdom)相對應

作為呈色系統，呈色後共染 hematoxylin solution (Leica, polymer detection 
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system)。上述每一步驟間皆經磷酸鹽緩衝生理食鹽水 (phosphate-buffered saline; 

PBS) 清洗。最後浸泡二次水、95%酒精、甲醇數次以進行脫水、封片。使用光

學顯微鏡在可見光下以 40 倍至 100 倍間拍攝 (Olympus BH2 Microscope, Canon 

DS126271)。 

 

6. 西方墨點法分析 

將斑馬魚的全腦新鮮取出，經完全相同芬普尼處理方法之斑馬魚腦組織 6-7

顆置於同一微量離心管在冰浴中研磨，磨碎後以攝氏 4 度，13200 RPM 離心 15

分鐘以取組織上清液。其次，利用二喹啉甲酸測定法 (Bicinchoninic acid assay, 

BCA assay; PierceTM; ThermoFisher Scientific，USA) 藉由微量光電比色計

( Microplate Spectrophotometer, uQuant, Biotek Intruments, Inc., Vermont, USA) 於

562 nm 波長定量上清液中蛋白質。加入等體積的 2x sample buffer 至組織樣品

中，煮沸 3 分鐘後定量分裝保存於冰庫。三重複的定量樣本透過自製之十二烷基

硫酸鈉聚合膠體 (Discontinuons sodium dodecylsuifate-polyacrylamide gel, 

SDS-PAGE)進行電泳：將 25 g 之蛋白質隨不同分子量大小電泳分離，隨即轉印

於聚二氯亞乙烯膜 (polyvinylidene difluoride membrane, PVDF; GE Healthcare 

Life Science, Barrington,Illinois, USA) 上。以脫脂奶粉進行印漬封閉 (Blocking)

一小時。後續以含界面活性劑之酸鹽緩衝生理食鹽水 (phosphate-buffered saline 

with 0.1% Tween-20; PBST) 清洗後接合一級抗體，一抗反應時間為 12-16 小時；
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回收一抗後與二級抗體反應一小時，再以冷光呈色劑 (Enhanced 

chemiluminescence, ECL; GE Healthcare Life Science, Barrington,Illinois, USA) 試

劑組偵測特定抗原-抗體複合物。並且上開每步驟間皆經 PBST 洗滌數次。最後利

用攝像系統 LAS-4000 (Fujifilm; Tokyo, Japan) 予以數位化，數位影像以 Image-J

軟體 (Version 1.48t, Wayne Rasnabd, Washing DC, USA) 進行定量分析：以像素

密度方式分析各組蛋白質條帶光密度並比較。實驗使用抗體如表 1。 

 

7. 統計分析  

各組檢測出來的數值均由平均值±平均值標準誤差（standard error of the mean, 

SEM）來表示，且用單因子變異數分析 (one-way analysis of variance, one-way 

ANOVA)以及 S-N-K (Student-Newman-Keuls multiple range test )多重差距檢定來

分析是否有顯著誤差，若有顯著誤差則用**P<0.01 以及*P<0.05 表示。  
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1. 斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境的存活率變化 

圖 1 顯示不同濃度芬普尼(0, 0.5, 1.0, 2.0 ppm)投予後第 24、48、72 和 96 小

時記錄斑馬魚之平均存活率。實驗結果顯示在含 2.0 ppm 芬普尼的水域中，第 24

小時紀錄斑馬魚平均存活率只有剩下 10%；在含 1.0 ppm 芬普尼的水域中，斑馬

魚存活率則逐步遞減，第 96 小時紀錄斑馬魚平均存活率只剩 50%；在含 0.5 ppm

芬普尼的水域中，從 24 至 96 小時紀錄斑馬魚平均存活率均為 90%；在乾淨水域

中(sham 組)的斑馬魚平均存活率則均維持在 100%。由斑馬魚成魚浸泡在含有芬

普尼水域環境的存活率變化的結果可以顯示斑馬魚成魚的存活率會隨著水域投

予芬普尼濃度的增加而遞減，換言之，芬普尼的毒性越強則斑馬魚成魚的存活率

越低。 

 

2. 斑馬魚成魚浸泡在不同濃度芬普尼水域環境的運動改變 

圖 2A 顯示單一斑馬魚在乾淨水域 (sham 空白處理組)；與含有 0.1 與 0.5 

ppm 芬普尼的水域環境中處理 0、48、72 小時後的運動軌跡熱點圖，每組斑馬魚

運動記錄時間為 10 分鐘。從動軌跡熱點圖可觀察到，在乾淨水域 sham 處理組的

斑馬魚，不論是靜置 0 小時，還是 48 小時或是 72 小時，運動軌跡均相當的雷同；

而芬普尼 0.1 ppm 與 0.5 ppm 實驗處理組的斑馬魚，靜置 0 小時的運動軌跡與乾

淨水域 sham 處理組的斑馬魚類似，然而隨著靜置時間的增長，則運動軌跡變得
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侷限在特定的區域。特別在較高濃度 0.5 ppm 實驗處理組的斑馬魚，運動軌跡侷

限的行為變得更加明顯。 

圖 2B 實驗統計斑馬魚在乾淨水域(sham 組)；與含有 0.1 與 0.5 ppm 芬普尼

的水域環境中處理 0、48、72 小時後的 (a)運動平均速度、(b)運動平均距離。斑

馬魚在乾淨水域(Sham)中靜置 0、24、48、72 小時後的運動平均速度約為 280~320 

cm/min，各組間並無差異性(P>0.05)；而斑馬魚在含有 0.1 ppm 芬普尼的水域環

境中靜置 0、24、48、72 小時後的運動平均速度從 311 cm/min 逐步減慢為 247、

228、180 cm/min，各組間存在統計上的顯著差異(P<0.01-0.05)，而斑馬魚在含有

0.1 ppm 芬普尼的水域環境中靜置 0、24、48、72 小時後的運動平均速度則從 331 

cm/min 逐步減慢為 164、156、114 cm/min，各組間存在統計上的顯著差異

(P<0.01)；此外，斑馬魚在乾淨水域 (Sham)中靜置 0、24、48、72 小時後的每運

動 10 分鐘的平均距離約為 2743~2914 cm，各組間並無差異性 (P>0.05)；而斑馬

魚在含有 0.1 ppm 芬普尼的水域環境中靜置 0、24、48、72 小時後每運動 10 分鐘

的平均距離從 2807 cm 逐步縮短為 2572、2358、1887 cm，各組間存在統計上的

顯著差異(P<0.01-0.05)，而斑馬魚在含有 0.1 ppm 芬普尼的水域環境中靜置 0、

24、48、72 小時後每運動 10 分鐘的平均距離則從 2901 cm 逐步縮短為 1968、1588、

1074 cm/min，各組間存在統計上的顯著差異 (P<0.01-0.05)。 
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由上述的實驗結果，可以發現斑馬魚在含有芬普尼的水域環境，會明顯減低

游動的速度與距離，隨著暴露在芬普尼水域環境的時間增長，或是芬普尼濃度的

增加，斑馬魚游動的速度與距離均呈現明顯的降低。 

在圖 7 中顯示，當仿照圖 2 之實驗設計進行行為實驗下，在含有實驗操作濃

度的助溶劑 DMSO (0.1 ppm)水域環境中處理 0、48、72 小時後，圖 7A 的斑馬魚

的運動平均速度、及圖 7B 的斑馬魚移動平均距離皆顯示斑馬魚不論在乾淨水

域，或是含有 DMSO 的水域環境中，運動平均速度與平均距離表現均無比較出

顯著差異(P>0.05)，且實驗途中無任何死亡產生。由上述實驗結果可推定助溶劑

DMSO 在本論文進行之實驗中所導致的影響可初步忽略。 

 

3. 斑馬魚胚胎浸泡在含有芬普尼水域環境的側線毛細胞變化 

圖 3A 顯示單一斑馬魚胚胎在乾淨水域 (sham 組)以及含有 0.1、 0.5 與 1.0 

ppm 芬普尼的水域環境靜置 12 小時後，利用 FM1-43染色的側線毛細胞螢光影像。

實驗結果發現隨著芬普尼濃度增加則斑馬魚胚胎的側線毛細胞數目則變得逐步

遞減，圖 3B 統計斑馬魚胚胎的側線毛細胞數目，結果顯示斑馬魚胚胎靜置在乾

淨水域(Sham)，側線毛細胞平均數目為 11.2 最佳；將斑馬魚胚胎靜置在 0.1 ppm

芬普尼的水域環境 12 小時後，側線毛細胞平均數目為 8.8，顯著小於斑馬魚胚胎

靜置在乾淨水域側線毛細胞的平均數目 (P<0.01)；將斑馬魚胚胎靜置在 0.5 ppm

芬普尼的水域環境 12 小時後，側線毛細胞平均數目為 6.3，顯著小於斑馬魚胚胎
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靜置在乾淨水域以及在0.1 ppm芬普尼水域環境12小時後側線毛細胞的平均數目

(P<0.01)；將斑馬魚胚胎靜置在 1.0 ppm 芬普尼的水域環境 12 小時後，側線毛細

胞平均數目為 5.1，顯著小於斑馬魚胚胎靜置在乾淨水域以及在 0.1 以及 0.5 ppm

芬普尼水域環境 12 小時後側線毛細胞的平均數目 (P<0.01)。 

由上述的實驗結果，可以發現斑馬魚胚胎在含有芬普尼的水域環境，會明顯

損傷側線毛細胞的發育，而且隨著暴露在芬普尼水域環境的芬普尼濃度增加，斑

馬魚胚胎側線毛細胞的數目呈現明顯的降低。 

 

4. 斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境後腦組織的氧化壓力表現 

圖 4A 顯示單一斑馬魚在乾淨水域、以及含有 0.1、 0.5 與 1.0 ppm 芬普尼的

水域環境中處理 12 小時後的腦組織抗氧化壓力相關的超氧化物歧化酶-2 蛋白

(Superoxide dismutase 2, SOD2) 表現，結果顯示芬普尼實驗處理組腦組織的

SOD2 蛋白表現較正常控制組明顯減弱，而且隨著芬普尼濃度的增加，SOD2 蛋

白表現呈現逐步減弱的趨勢；圖 4B 利用西方墨點法分析實驗結果顯示芬普尼實

驗處理組腦組織的 SOD2 蛋白表現較正常控制組明顯減弱；統計分析結果顯示芬

普尼實驗處理組斑馬魚腦組織的 SOD2 蛋白平均表現值較正常控制組顯著減少

(P<0.01)。由上述的實驗結果，可以發現斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境

後，會明顯增加腦組織的氧化壓力。 
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 5. 斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境後腦組織的發炎作用表現 

圖 5A 顯示單一斑馬魚在乾淨水域、以及含有 0.1、 0.5 與 1.0 ppm 芬普尼的

水域環境中處理 12 小時後的腦組織發炎相關的腫瘤壞死因子 α (TNFα) 蛋白表

現，結果顯示芬普尼實驗處理組腦組織的 TNFα 蛋白表現較正常控制組明顯增

強，而且隨著芬普尼濃度的增加，TNFα 蛋白表現呈現逐步增強的趨勢；圖 5B

利用西方墨點法分析實驗結果顯示芬普尼實驗處理組腦組織的 TNFα蛋白表現較

正常控制組明顯增強；統計分析結果顯示實驗處理組斑馬魚腦組織的 TNFα 蛋白

平均表現值較正常控制組顯著增強(P<0.01)。由上述的實驗結果，可以發現斑馬

魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境後，會明顯增加腦組織的發炎反應。 

  

6. 斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境後腦組織的細胞凋亡表現 

圖 6A 顯示單一斑馬魚在乾淨水域、以及含有 0.1、 0.5 與 1.0 ppm 芬普尼的

水域環境中處理 12 小時後的腦組織細胞凋亡相關的半胱天冬酶原 3 (Caspase 3)

蛋白表現，結果顯示芬普尼實驗處理組腦組織的 Caspase 3 蛋白表現較正常控制

組明顯增強，而且隨著芬普尼濃度的增加，Caspase 3 蛋白表現呈現逐步增強的趨

勢；圖 5B 利用西方墨點法分析實驗結果顯示芬普尼實驗處理組腦組織的 Caspase 

3 蛋白表現較正常控制組明顯增強；統計分析結果顯示實驗處理組斑馬魚腦組織

的 Caspase 3 蛋白平均表現值較正常控制組顯著增強 (P<0.05)。由上述的實驗結
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果，可以發現斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境後，會明顯增加腦組織的細

胞凋亡表現。 

 

7. 芬普尼誘發斑馬魚腦組織損傷的可能分子機制 

     斑馬魚會因為芬普尼實驗處理造成腦組織產生氧化壓力(oxidative stress)、

發炎作用(inflammation)、以及細胞凋亡(apoptosis)，圖 8 簡略說明利用芬普尼實

驗處理斑馬魚的動物模式下可能的傷害途徑與分子機轉。 
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農藥毒性的篩檢與食品安全議題息息相關，尤其是日前爆發多起食安風暴案

件後，引起台灣社會大眾對於食安議題的重視與討論。為探討系統農藥芬普尼急

毒性的篩選與評估，在本論文中，我們選擇斑馬魚（Danio rerio）實驗動物來探

討芬普尼對感覺與運動系統的神經毒理作用。我們將斑馬魚暴露於含有不同濃度

藥芬普的水域中，評估斑馬魚暴露在芬普尼急性毒性後對存活率，側線毛細胞數

量以我們比較了正常與芬普尼處理下斑馬魚的游泳軌跡熱圖、速度和距離的差

異。結果顯示，在活體試驗中，芬普尼的有無在斑馬魚存活率、游泳軌跡熱圖、

泳速、泳距上都表現顯著差異。此外，暴露芬普尼的個體體表也部分出現脫鱗、

掉色、鰓蓋紅腫、呼吸窘迫等現象，這與急性中毒之表徵類似 (廖常凱、邱彥璋，

2012)。 

二甲基亞碸 Dimethyl sulfoxide（DMSO）是給藥時常用的助溶劑，雖然有研

究指出高濃度之 DMSO 可能影響化療藥誘發斑馬魚仔魚側線毛細胞的死亡 

（Coffin 等人，2018）。但也有實驗表明在 0.1%濃度下的 DMSO 不會影響仔魚

側線毛細胞和離子細胞的發育與功能 (鄒宜玲，2013)。我們以相同濃度之 DMSO

單獨測試，結果發現 DMSO 死亡率及活動率皆無明顯變化 (參見圖 7 結果)，這

結果證實助溶劑應該不會影響芬普尼活體行為試驗結果。在存活率測驗中，給予

高劑量系統農藥芬普尼 (2.0 ppm) 之組別幾乎於 24 小時內死亡；中間劑量 (1.0 

ppm) 則在 96 小時內達到半致死率 (LC50)，此結果與前人研究劑量換算推論相

近，與對照組和低劑量組統計也具顯著差異。因此後續活體實驗皆以 1.0 ppm 芬
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普尼為作為實驗最大濃度；低濃度組別在存活率實驗中並無大量死亡，然而於後

續的活動力測試中則有明顯活動力下降之情形。利用斑馬魚行為軌跡追蹤分析技

術，檢視系統農藥芬普尼對於成年斑馬魚的運動行為，從熱區圖可清楚判斷從芬

普尼給予後 24 小時開始，斑馬魚有明顯沉底之現象。而在 24 小時之後，給藥組

別運動能力明顯下降，在泳速跟泳距統計上也有顯差。且較高劑量組有較多衝撞

或停留在邊角，兩種極端之現象認為均是因神經傷害導致的窘迫、焦慮反饋 

(Stehr 等人，2006)。唯後續可實施進一步行為實驗及觀察魚類的行為: 

auditory-evoke responses、seeker response，以及逆流行為實驗等，以分析以確認

激烈環境下毛細胞傷害所導致的運動能力差異與感覺系統受損（Colwill 等人，

2011）。 

以 FM1-43螢光處理下胚胎側線毛細胞之損傷樣態，與過去研究非常類似

(Owens 等人，2007)。可明顯觀察出螢光表現量隨藥物濃度成反比。並且在不同

濃度中損傷與濃度呈現正相關。側線是位於斑馬魚體表感知水流和壓力變化的機

械感受器，它是由一組相對獨立的神經丘組成,位於神經丘中央的機械感受器毛細

胞，以及位於周邊的非感覺支援細胞構成神經丘的基本結構。由於斑馬魚側線器

位於體表，便於活體觀察毛細胞，成為了研究水域環境毒物損傷毛細胞再生的經

典模型。側線對斑馬魚而言，是相當重要的感覺器官，兼具嗅覺、感應水溫與水

壓，查覺水流速度，甚至定向輔助等功能。側線器官位於鱗上成小孔狀，小孔裏

面含有神經末梢，把外界信息通過與其相連的感覺器官傳至腦神經。 



-38 

 

魚的側線也是一種聽覺器官，在水中運動時，側線可感受到所產生的水流，

感覺水中各種頻率的振動音波，並能感覺出音波來自哪個方位，因此在魚類許多

行為中(群游、追獵、躲避等)扮演重要角色。側線構造上由許多微小的聽覺細胞

組成的，其單位是神經丘(neuromast)。神經丘的組成則是由毛細胞與支持細胞所

構成。當水中壓力波產生，斑馬魚側線的毛細胞就能感覺到（Chiu 等人，2008）。

本實驗結果顯示當水域中含有芬普尼的毒性，會損傷斑馬魚側線的毛細胞，結果

就有可能影響到斑馬魚對水流的感覺與定向功能。 

農藥芬普尼（fipronil）是白色粉末，為一種殺蟲劑，被認為會使中樞神經失

控，導致昆蟲死亡。芬普尼對昆蟲而言具毒性，對哺乳動物也有干擾 GABA 接

受器的情形。其光解物的毒性和芬普尼相似，而代謝物的毒性則比芬普尼更大。

人體如何排除芬普尼?目前並無相關資料可供評估，但由動物試驗推估，芬普尼

容易蓄積於脂肪組織。由胃腸道進入芬普尼會於脂肪及腎上腺積聚。其次為肝

臟、胰臟、甲狀腺、卵巢；最低為肌肉、大腦、心、冠狀血管。糞便是其主要的

排泄路徑，約佔劑量的 45-75%；尿液則佔 5-25%。一般認為，芬普尼對斑馬魚

腦組織可能會產生氧化壓力與細胞凋亡 (Wu 等人，2015 及 2020)。本論文利用

免疫組織化學染色以及西方墨點法技術，結果顯示芬普尼會引發斑馬魚腦組織的

氧化壓力、發炎、以及細胞凋亡，隨著芬普尼濃度的遞增，斑馬魚腦組織的抗氧

化壓力指標蛋白 SOD2 表現逐步減弱；發炎指標蛋白 TNF-α 以及細胞凋亡指標蛋

白 caspase 3 表現則逐步增加。 
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芬普尼對於斑馬魚成魚的影響，過去研究中主要著重發育的部分，於毛細胞

傷害及神經毒性尚未有深入研究，本論文顯示芬普尼對於斑馬魚可能的傷害機

轉，但有部分機轉尚未完全揭露，例如農藥芬普尼對於 GABA 接受器的神經路

徑阻斷機制（McCarroll 等人，2019），更有待未來更深入研究。 

前述文獻探討有提出，芬普尼對於活體細胞之傷害來源中，氧化壓力上升是

主要毒性來源之一 ( Wang 等人，2016)。因而未來探討芬普尼之毒理、生理機轉

時可再增加自由基的測定，以期更細部去探討毛細胞與神經損傷程度與相關分子

機制。 

芬普尼人類長期吸收的話可能傷害肝、腎和甲狀腺，促發腫瘤；而若意外短

暫大量攝取會出現頭暈、噁心、嘔吐、胃痛、皮膚不適等。美國環境保護署（EPA）

已將芬普尼列為致癌物質。且芬普尼會讓胎兒的發育延緩，也會影響動物的生育

能力。(Tingle 等人，2003、USEPA，2005 )。但芬普尼作為環境用藥或寵物用藥

累積於生態系食物鏈中由生產者傳遞至消費者，其對人體的長期危害與對可能的

人類或寵物毛細胞之損害的程度、長期暴露對族群聽力的影響等，尚缺進一步探

討與長期監測。 
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本論文檢視數種模式下的芬普尼對斑馬魚之損傷。並利用斑馬魚行為軌跡追

蹤分析技術，檢視系統農藥芬普尼對於成年斑馬魚的運動行為的影響。實驗結果

顯示斑馬魚暴露在不同濃度芬普尼的水域環境中，均會顯著降低運動平均距離、

運動平均速度。而且隨著系統農藥芬普尼濃度的增加或是浸泡時數的增加，斑馬

魚的運動能力也會而呈現逐步降低的趨勢。而成年斑馬魚暴露於芬普尼的水體

中，大腦組織的氧化壓力，發炎、與細胞凋亡，與正常處理斑馬魚比較顯著增加。

此外，本論文也針對系統農藥芬普尼影響斑馬魚胚胎側線毛細胞發育的現象進行

探討，實驗結果顯示系統農藥芬普尼確實會影響並且損傷胚胎側線毛細胞的發

育。利用斑馬魚胚胎與成魚的動物模式，未來應該可以作為探討環境系統農藥影

響水中生物發育的實驗動物平台。 
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表 1 實驗使用抗體 

抗體名稱 稀釋倍數 分子量 kDa 抗體來源 供應廠商 

SOD2 1:1500 28 rabbit Millipore 

Caspase-3 1:500 17-35 rabbit Cell-s 

iNOS 1:500 130 rabbit Cell-s 

β-tubuilin 1:3000 50 rabbit Abcam 

Dopamin βHydrolease 1:5000 69 rabbit Gene Tex 

TNF-a 1:500 35 mouse Santa-C 

PARP 1:1500 80 rabbit Cell-s 

GAPDH 1:1000 45 rabbit Cell-s 
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圖 1  斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境的存活率變化 

不同濃度芬普尼(0, 0.5, 1.0, 2.0 ppm)投予後第 24、48、72 和 96 小時記錄斑馬魚之平均存活率，結果顯示在含

2.0 ppm 芬普尼的水域中，第 24 小時紀錄斑馬魚存活率只有剩下 10%；在含 1.0 ppm 芬普尼的水域中，斑馬

魚存活率則逐步遞減，第 96 小時紀錄斑馬魚存活率只剩 50%；在含 0.5 ppm 芬普尼的水域中，從 24 至 96 小

時紀錄斑馬魚存活率均為 90%；在乾淨水域中(sham 組)的斑馬魚存活率則均維持在 100%。平均樣本數=3，實

驗數值以平均值±平均值標準誤差(standard error of the mean, SEM)表示，且用且單因子變異數檢定，以及

Student-Newman-Keuls 多重差距檢定來分析是否有顯著誤差，**代表顯著誤差 P<0.01，*代表顯著誤差 P<0.05。 
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圖 2  斑馬魚成魚浸泡在不同濃度芬普尼水域環境的運動改變 

圖 A：單一斑馬魚在乾淨水域(sham 組)；與含有 0.1 與 0.5 ppm 芬普尼的水域環境中處理 0、48、72 小時後

的運動軌跡熱點圖，每組斑馬魚運動軌跡的分析時間為 10 分鐘。圖 B：實驗統計結果顯示斑馬魚的(a)運動平

均速度、(b)運動平均距離。從第 24 小時開始，在乾淨水域(Sham)數值均為最佳；而在含有芬普尼的水域環境

則隨著濃度增加而顯著遞減。平均樣本數=5，實驗數值以平均值±平均值標準誤差(SEM)表示，且用且單因子

變異數檢定，以及 Student-Newman-Keuls 多重差距檢定來分析是否有顯著誤差，**代表顯著誤差 P<0.01，*

代表顯著誤差 P<0.05。 
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圖 3  斑馬魚胚胎浸泡在含有芬普尼水域環境的側線毛細胞變化 

圖 A：單一斑馬魚胚胎在乾淨水域(sham 組)；與含有 0.1、 0.5 與 1.0 ppm 芬普尼的水域環境中處理 12 小時

後，利用 FM1-43染色的側線毛細胞螢光影像。圖 B：實驗統計結果顯示斑馬魚胚胎的側線毛細胞數目，在乾

淨水域(Sham)數值均為最佳；而在含有芬普尼的水域環境則隨著濃度增加而側線毛細胞數目顯著遞減。平均

樣本數=3，實驗數值以平均值±平均值標準誤差(SEM)表示，且用且單因子變異數檢定，以及

Student-Newman-Keuls 多重差距檢定來分析是否有顯著誤差，**代表顯著誤差 P<0.01。 
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圖 4  斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境後腦組織的氧化壓力表現 

圖 A：單一斑馬魚在乾淨水域(sham 組)、以及含有 0.1、 0.5 與 1.0 ppm 芬普尼的水域環境中處理 12 小時後

的腦組織抗氧化壓力相關的超氧化物歧化酶-2 蛋白(Superoxide dismutase 2, SOD2)表現，結果顯示芬普尼實驗

處理組腦組織的 SOD2 蛋白表現較正常控制組明顯減弱，刻度線長度＝30μm。圖 B：利用西方墨點法分析實

驗結果顯示：芬普尼實驗處理組腦組織的 SOD2 蛋白表現較正常控制組明顯減弱；統計分析結果顯示：實驗

處理組斑馬魚腦組織的 SOD2 蛋白平均表現值較正常控制組(Sham)顯著減少。平均樣本數=3，實驗數值以平

均值±平均值標準誤差(SEM)表示，且用且單因子變異數檢定，以及 Student-Newman-Keuls 多重差距檢定來分

析是否有顯著誤差，**代表顯著誤差 P<0.01。 
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圖 5  斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境後腦組織的發炎作用表現 

圖 A：單一斑馬魚在乾淨水域(sham 組)、以及含有 0.1、 0.5 與 1.0 ppm 芬普尼的水域環境中處理 12 小時後

的腦組織發炎相關的腫瘤壞死因子 α(TNFα)蛋白表現，結果顯示芬普尼實驗處理組腦組織的 TNFα 蛋白表現較

正常控制組明顯增強，刻度線長度＝30μm。圖 B：利用西方墨點法分析實驗結果顯示：芬普尼實驗處理組腦

組織的 TNFα 蛋白表現較正常控制組明顯增強；統計分析結果顯示：實驗處理組斑馬魚腦組織的 TNFα 蛋白

平均表現值較正常控制組(Sham)顯著增強。平均樣本數=3，實驗數值以平均值±平均值標準誤差(SEM)表示，

且用且單因子變異數檢定，以及 Student-Newman-Keuls 多重差距檢定來分析是否有顯著誤差，**代表顯著誤

差 P<0.01。 
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圖 6  斑馬魚成魚浸泡在含有芬普尼水域環境後腦組織的細胞凋亡表現 

圖 A：單一斑馬魚在乾淨水域(sham 組) 、以及含有 0.1、 0.5 與 1.0 ppm 芬普尼的水域環境中處理 12 小時後

的腦組織細胞凋亡相關的半胱天冬酶原 3 (Caspase 3)蛋白表現，結果顯示芬普尼實驗處理組腦組織的Caspase 3

蛋白表現較正常控制組明顯增強，刻度線長度＝30μm。圖 B：利用西方墨點法分析實驗結果顯示：芬普尼實

驗處理組腦組織的 Caspase 3 蛋白表現較正常控制組明顯增強；統計分析結果顯示：實驗處理組斑馬魚腦組織

的 Caspase 3 蛋白平均表現值較正常控制組(Sham)顯著增強。平均樣本數=3，實驗數值以平均值±平均值標準

誤差(SEM)表示，且用且單因子變異數檢定，以及 Student-Newman-Keuls 多重差距檢定來分析是否有顯著誤

差，*代表顯著誤差 P<0.05。 
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圖 7  斑馬魚成魚浸泡在含有 DMSO 水域環境後不會改變運動表現 

實驗統計結果顯示斑馬魚在乾淨水域(sham 組)；與含有 DMSO (0.1 ppm)的水域環境中處理 0、48、72 小時

後的運動(A)平均速度、(B)平均距離。結果顯示斑馬魚不論在乾淨水域，或是含有 DMSO 的水域環境中，運

動平均速度與平均距離表現均無顯著差異(P>0.05)。平均樣本數=5，實驗數值以平均值±平均值標準誤差(SEM)

表示，且用且單因子變異數檢定，以及 Student-Newman-Keuls 多重差距檢定來分析是否有顯著誤差。 
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圖 8  系統農藥芬普尼誘發斑馬魚腦組織損傷的可能分子機制 

斑馬魚會因為芬普尼實驗處理造成腦組織產生氧化壓力(oxidative stress)、發炎作用(inflammation)、以及細胞

凋亡(apoptosis)，這結果說明利用芬普尼實驗處理斑馬魚的動物模式，未來應該可以作為探討系統農藥相關研

究的實驗動物平台。 

 

 

 


