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基于几何形态测量学的磷酸三(1, 3-二氯-2-丙基)酯对

鲢仔鱼形态影响研究
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摘要: 为了解磷酸三(1,3-二氯-2-丙基)酯(TDCIPP)对鲢仔鱼生长抑制性在外部形态上的表现性状, 研究基于几

何形态测量学方法对0.05、0.5、5和50 μg/L共4个浓度组与对照组进行组间形态性状差异比较分析。利用

PLYMPLUS系统获取鲢仔鱼样本图像信息并测量体长, 利用万分电子天平称量体重, 使用TPS系列软件提取

坐标点数据, 并通过Morpho J软件完成主成分分析、典型变量分析及结果可视化。除0.05 μg/L浓度组外, 其
他浓度组鲢仔鱼的体长、体重均显著低于对照组, 表明TDCIPP对鲢仔鱼的生长发育具有抑制效应。主成分

分析和典型变量分析结果显示, 第一主成分(PC1)和第二主成分(PC2)共占总体变量的62.15%(分别为

47.64%和14.51%); 第一典型变量(CV1)和第二典型变量(CV2)共占总体变量的79.48%(分别为54.55%和

24.93%), 满足用于鲢仔鱼形态分析的要求。网格轮廓分析结果显示, 各浓度组鲢仔鱼平均形态均与对照组间

存在显著差异(P＜0.05), 并且主要表现为头部、躯干纵轴和尾部发育迟缓。
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鱼类形态学研究方法可分为传统形态测量学

和几何形态测量学
[1, 2]

。传统形态测量学是针对鱼

类外部形态的可数可量性状进行研究, 且局限于鱼

体外部形态结构的线性测量, 不能全面而准确地描

述鱼体形态
[1]
。几何形态测量学是通过坐标法捕捉

鱼类形态数据, 并结合多变量统计比较和几何网格

图形比较, 可以更精确地解释在分类学和生态学上

有意义的形态差异 [2]
。同时, 几何形态测量学还可

以实现形态数据的可视化, 能形象地展示鱼类形态

差异
[3]
。在鱼类中, 几何形态测量学不仅应用于外

部形态研究, 也被应用于耳石、鳞片和鳍条等组织

的形态研究
[4]
。近年来, 国内关于几何形态测量学

的研究产出快速增长, 主要涉及种群划分、种类鉴

定和环境对形态的影响等多个方面
[4]
。

鲢(Hypophthalmichthys molitrix)是一种江湖洄

游性鱼类, 主要分布在长江中游干流及其附属湖泊
[5]
。

在长江中游, “江-湖”系统不仅为鲢种群提供了洄游

通道, 而且是其完成早期生长的重要栖息地
[6]
。然

而, 长江中游水域的鲢种群早期资源量与历史相比

呈现大幅度的下降趋势, 同时渔获物资源量也逐年

降低
[5, 6]

。鱼类早期生活史阶段不仅是种群数量补

充的关键时期, 也是对周围环境最敏感的时期
[7]
。

历史研究表明, 鲢早期生长发育受到重金属
[8]
、气

体饱和度
[9]
和水温

[10]
等多种环境因素的影响。然

而, 有机磷阻燃剂等新型污染物对鲢早期生长的影

响尚未见报道。Zhao等[11]
研究表明, 有机磷阻燃剂

的生物富集效应与营养级呈负相关。鲢是一种滤

食性鱼类, 处于较低营养级水平
[12]

。因此, 对有机

磷阻燃剂对鲢早期生长的潜在风险开展研究很有

必要。
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磷酸三(1, 3-二氯-2-丙基)酯(TDCIPP)作为一

种常见的有机磷阻燃剂被添加到各种产品中, 例如

衣服、家具、玩具及智能电子产品等
[13]

。然而,
TDCIPP是以物理的方式被添加到各类产品中, 缺
少化学结合的稳定性, 很容易释放到周围环境中

[14]
。

依据环境监测数据, TDCIPP在空气、水环境、沉

积物和水生生物中被检测到
[15]

。由于环境持久性

和生物富集性, TDCIPP对水生生物的毒性效应一

直都是生态毒理学研究的热点
[16]

。斑马鱼的暴露

实验结果表明, TDCIPP可以下调鱼类生长调控基

因的表达水平 ,  从而抑制鱼类的生长
[ 1 7 ]

。此外 ,
Zhu等[18]

结合几何形态测量学方法描述了TDCIPP
对雌性斑马鱼外部形态的影响。因此, 本研究以期

通过几何形态测量学方法描述TDCIPP对鲢仔鱼形

态的影响, 并结合主成分分析和典型变量分析鲢仔

鱼形态的变化趋势 ,  也为后续评估自然环境中

TDCIPP的生态风险性提供数据基础。

 1    材料与方法

 1.1    鲢仔鱼暴露过程与样本获取

实验所需的鲢仔鱼样本采集于石首国家级四

大家鱼原种场。在同一批次中, 随机选择无畸形、

游泳能力强的样本, 经氧气袋运回实验室。5日龄

鲢仔鱼经过2周的驯养后开始暴露实验。驯养和暴

露过程中的养殖参照以下条件: 在20 L水体中饲养

鲢仔鱼600尾 ;  并使用空调控制温度 ,  保持水温

(25.5±0.5)℃; 使用自控开关控制光照时间, 昼夜时

间交替为12h﹕12h;  保持溶氧(7.1±0.4)  mg/L、

pH(7.3±0.3); 每天早、晚各投喂丰年虾1次, 并在投

喂后0.5h清理饵料残渣; 每天更换新的养殖或暴露

水体。参照Zhu等[19]
报道的方法暴露28d。TDCIPP

(日本化学工业株式会社, 日本东京)溶于二甲基亚

砜(国药集团化学试剂有限公司, 中国上海)作为母

液(500 mg/L), 然后存储于–20℃冰箱。正式暴露实

验时将母液按照一定的比例稀释成实验所设置的

浓度。本研究设置4个环境相关浓度(0.05、0.5、
5和50 μg/L)和1个对照组, 并各实验组均包括3个平

行组。在暴露后7d、14d和28d时, 分别在每个实验

组随机选取仔鱼样本30尾(每个平行组10尾), 立即

用5%甲醛溶液进行固定并保存。

 1.2    体长、体重测量与照片拍摄

经5%甲醛固定后的样本使用与计算机相连接

的OLYMPLUS SZX16型解剖镜对鲢仔鱼左侧进

行拍摄。拍摄时, 用镊子和解剖针将鱼的形态还

原成自然伸展状态, 并通过系统自带的插件测量

其体长, 精确到0.01 mm。所有样本拍摄均使用相

同的放大比例, 保证不同样本之间具有相同的比

例尺, 减少因拍摄所产生的差异性。为降低操作

时的偶然误差, 对每个浓度群体样本的照片拍摄

和后续的数字化工作均分2次在不同时间完成。

完成照片拍摄的所有样本用滤纸吸干体表水分,
再使用万分电子天平测量其体重, 精确到0.1 mg。
以上所有操作均由同一实验人员完成, 尽量减小

人为操作所引起的误差。不同实验组的体长、体

重差异性分析(单因素方差分析)及作图由Graph-
Pad Prism 9.0软件完成。

 1.3    坐标点获取

坐标点在生物学应用上分为3种类型
[4]: Ⅰ型是

指不同组织的交点, 可以精确定位, 如鱼体和鳍条

的交点; Ⅱ型是指结构中的凹陷或突起点, 可以明

确辨认, 如骨骼的末端或其他结构突出点; Ⅲ型是

指形态结构的极值点, 是形态研究中常用的点, 但
取点时具有一定的主观性, 如吻端等。坐标点的选

取, 要求既能反映研究对象的形态变异, 又要保证

各样本间坐标点的位置具有同源性。根据以上标

准, 同时参考鱼类形态上常用的解剖位点和已有的

几何形态学研究相关报道
[20], 本研究从鲢仔鱼侧面

轮廓上选取了1 3个坐标点 (图  1 ) ,  其中3 — 5、
7—10属于Ⅰ型点坐标点, 2、6、11—13属于Ⅱ型

点坐标点, 1属于Ⅲ型点坐标点(表 1)。图片文件转

图 1    鲢仔鱼的13个坐标点位置

Fig. 1    Positions of 13 landmark of silver carp larvae
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换成所对应的TPS文件由TpsUtil软件完成, 坐标点

的确定和采集使用TpsDig软件完成。TPS系列软件

均为免费可使用软件, 最终的数据文件保存为TPS
格式, 以便后续的数据分析。

 1.4    几何形态测量分析

经过坐标点的定位与选取后, 本文使用Morpho J
软件对所得的鲢仔鱼侧面轮廓的几何形态数据作

以下分析
[4]
。普氏叠印分析: 基于坐标点的数据矩

阵, 对坐标点的位置、尺寸和方向等非形状因素通

过一系列函数进行平移、旋转和校正, 保证坐标点

的相对位置趋于一致, 从而消除非形状因素对数据

的影响, 最后将所有样本的坐标点进行叠合(图 2)。

此后, 将普氏叠印分析后得到的普氏形状坐标数据

进行主成分分析和典型变量分析, 分别用于分析每

个个体的几何形态变异和不同实验组群体间的差

异。同时计算了两两群体间的马氏距离和普氏距

离, 并对其结果进行了基于10000次重复的P值检

验。马氏距离和普氏距离均可用于定量分析两群

体间的变异大小, 其中马氏距离用来检测样本中某

个个体与其他个体形态差异, 即组间形态变异的重

叠程度; 普氏距离用来检测群体间平均形态的差异

程度, 即各群体间的形态差异。本研究的显著性水

平为P＜0.05。

 2    结果

 2.1    不同浓度鲢仔鱼的体长、体重

与对照组相比, 暴露于不同浓度的TDCIPP后
鲢仔鱼死亡率和畸形率均无显著差异, 但体长和

体重具有显著变化(图 3)。从体长来看, 0.5、5和
50 μg/L浓度组对应的平均体长分别为(10.10±1.97)、
(9.99±2.02)和(9.71±1.71) mm, 均与对照组(11.27±
2.78) mm存在显著差异, 但0.05 μg/L浓度组的平均

体长(10.65±2.60) mm与对照组无显著差异。从体

重来看, 0.5、5和50 μg/L浓度组对应的平均体重分

别为(15.8±13.4)、(15.3±15.4)和(13.2±11.1) mg, 均
与对照组(27.8±26.4) mg存在显著差异, 但0.05 μg/L
浓度组的平均体重(21.9±22.2) mg与对照组无显著

差异。TDCIPP对鲢仔鱼生长发育的影响表现为

抑制效应。

 2.2    鲢仔鱼形态的主成分分析

不同暴露浓度的鲢仔鱼形态的主要变异规律

见表 2。主成分分析的结果显示, 第一主成分(PC1)
和第二主成分(PC2)共占总体变量的62.15%(分别

为47.64%和14.51%), 并且前6个主成分(PC)共占叶

表 1   坐标点类型与定义

Tab. 1   The landmark type and definition

坐标点类型
Landmark

type
定义

Definition

Ⅰ型坐标点

3 背鳍起点 Origin of dorsal fin

4 背鳍基部末端 Posterior end of dorsal fin base

5 尾鳍基部上端 Upper insertion of caudal fin base

7 尾鳍基部下端 Lower insertion of caudal fin base

8 臀鳍基部末端 Posterior end of anal fin base

9 臀鳍起点 Origin of anal fin

10 腹鳍起点 Origin of pelvic fin

Ⅱ型坐标点

2 额骨 Frontal bone

6 尾柄末端 Distal tip of caudal peduncle

11 前鳃盖腹侧起点 Origin of the preopercle on the
ventral

12 眼前缘 The anterior margin of the eye

13 眼后缘 The posterior margin of the eye

Ⅲ型坐标点

1 吻端 Tip of snout

图 2    鲢仔鱼5个实验组坐标点的普氏叠印图

Fig. 2    The Procrustes diagram of five experimental groups of silver carp larvae
实心点表示鲢仔鱼的平均形态

Solid points indicate the average morphology of silver carp larvae
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片形态变化的85.13%, 满足用于分析鲢仔鱼形态

变异规律的条件。鲢仔鱼形态第一、第二主成分

散点图见图 4。在PC1轴上, 对照组、0.05、0.5、
5和50 μg/L浓度组的鲢仔鱼形态均值置信椭圆沿

着PC1轴正方向依次分布, 但在PC2轴上重叠程度

较大, 表明TDCIPP对鲢仔鱼生长抑制性主要体现

在PC1轴的性状变化, 且形态差异随着暴露浓度

升高而增大。PC1轴网格变形分析的可视化结果

见图 4A和4B。网格轮廓分析结果显示, TDCIPP
对鲢仔鱼形态的抑制性主要体现在头部、躯干纵

轴和尾部。

 2.3    鲢仔鱼形态的典型变量分析

不同浓度鲢仔鱼群体之间的差异见表 3。鲢仔

鱼形态典型变量结果显示, 共提取出4个典型变量,
其中第一典型变量(CV1)和第二典型变量(CV2)共
占整体的79.48%(分别为54.55%%和24.93%), 满足

用于分析各实验组间鲢仔鱼形态差异的条件。鲢

仔鱼形态第一、第二典型特征散点图结果见图 5。
在CV1轴上, 对照组分布于最右侧, 50 μg/L浓度组

分布在最左侧; 在CV2轴上, 0.5 μg/L浓度组分布在

最上方, 50 μg/L浓度组分布在最下方, 表明不同浓

度组鲢仔鱼形态差异不一样。CV1和CV2轴网格

轮廓分析见图 5A—D。基于网格轮廓图, 在CV1轴
上, 鲢仔鱼头部面积和躯干纵轴随着TDCIPP浓度

升高而减小; 在CV2轴上, 鲢仔鱼的形态差异主要

体现在尾部, 其中低浓度组(0.05和0.5 μg/L)表现为

尾柄缩短, 高浓度组(5和50 μg/L)表现为尾部面积

减小。用于分析差异显著性的马氏距离和普氏距

离见表 4。各浓度组均与对照组距离大小分别为

50、0.5、5和0.05 μg/L浓度组, 且均与对照组之间

均存在显著差异(P＜0.05)。

 3    讨论

 3.1    坐标点选取

TDCIPP对生物具有多重毒性效应, 其中生长

发育毒性是最主要的
[21]

。历史研究表明, TDCIPP
对水生生物的生长发育毒性表现为生长抑制性

[17, 19]
。

在本研究中, TDCIPP对鲢仔鱼的生长发育毒性同

样是变现为生长抑制性。这种生长抑制性在陆生

生物中也有发现
[22]

。然而, 这些研究通过体长、

体重及生长相关基因表达的变化来证明生长抑制

性 ,  并未考虑到抑制性在外部形态上的表现性

状。本研究选择了3种类型共13个常用坐标点来

描述TDCIPP对鲢仔鱼外部形态的影响。Ⅱ型和

Ⅲ型坐标点与Ⅰ型坐标点的结合使用可以更全面

表 2   鲢仔鱼形态主成分分析

Tab. 2   Principal component analysis of morphology in silver carp
larvae

主成分
Principal

component
特征值

Eigenvalue
占总体变异
Variance (%)

累计总体变异
Cumulative
variance (%)

PC1 0.00138356 47.64 47.64
PC2 0.00042130 14.51 62.15

PC3 0.00031310 10.78 72.93

PC4 0.00013657 4.70 77.63

PC5 0.00011275 3.88 81.51
PC6 0.00010520 3.62 85.13
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图 3   不同实验组鲢仔鱼体长、体重的小提琴图

Fig. 3   Violin plot of body length and body weight of silver carp
larvae with different experimental groups
黑色实线代表平均值; 虚线代表四分位数; **表示P＜0.01;
****表示P＜0.001；ns表示P > 0.05
Solid black lines indicate the mean; dotted lines indicate the
quartiles; ** indicate P＜0.01; **** indicate P＜0.001；ns
indicate P > 0.05
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而准确地描述TDCIPP对鲢仔鱼生长抑制性在外

部形态上的表现性状, 也可更有效地捕捉形态的

细微变化
[23]
。

 3.2    鲢仔鱼形态变异分析

为适应长江流域生态环境的变化, 鲢幼鱼头

部、躯干部和尾部的形态特征随着时间推移而发

生了适应性变化
[24]

。由于遗传信息和发育阶段的

不同, 鲢群体间同样会表现出形态特征上的差异

性
[25, 26]

。然而, 自然水环境中的污染物引起的形态

分化并非是水生生物产生适应的结果。斑马鱼作

为一种模式生物, 常被用于评价环境污染物的发育

毒性及其机制研究。Zhu等 [ 1 8 ]
的研究结果表明 ,

TDCIPP暴露后的斑马鱼外部形态特征发生了显著

变化。Rhyu等[27]
的研究结果表明, TDCIPP可引起

斑马鱼尾鳍的早期发育延迟, 同时还对肌肉和血管

的发育造成影响。在本研究中, TDCIPP同样引起

了鲢仔鱼发育的延迟, 且主要体现在头部、躯干纵

轴和尾鳍的性状上。这种生长延迟现象出现的原

因可能是TDCIPP引起了骨骼、肌肉和生长相关基

因的异常表达
[18, 27]

。

 3.3    鲢仔鱼形态变异的生态效应

鱼类早期的生长发育受周围环境影响较大 ,
具有较高的可塑性

[28]
。当受到环境胁迫时, 鱼类

会被迫对环境产生响应, 即使这些响应会对其产

生不利影响
[29]

。例如, 重金属可以造成鲢仔鱼胚

胎、仔鱼的畸形
[8]
。鱼类头部分布有辨别和捕获

饵料的结构, 其发育延迟会导致生物体的饵料获

得能力降低
[30, 31]

。尾鳍是鱼类动力来源, 其面积

与机体游泳能力呈正相关
[32]

。在鱼类早期生活史

阶段, 体型越大的仔鱼被捕食的机率越小, 其存活

概率越大
[33]

。在本研究中, TDCIPP会导致鲢仔鱼

头部、躯干纵轴和尾部的发育延迟, 这最终会导致

鲢仔鱼的摄食、游泳能力降低, 影响其生长, 甚至

会增加被捕食的可能性。长江流域为鲢种群提供了

繁殖和早期生长的场所, 但同时在长江重庆段水

环境中检测到TDCIPP浓度为0.33—2.69 ng/L[34]
。

因此 , 应当注重长江流域中TDCIPP的环境数据

监测, 并评估TDCIPP对鲢种群资源量补充的生态

风险。

表 3   鲢仔鱼形态典型变量分析

Tab. 3   Canonical variate analysis of morphology in silver carp
larvae

典型变量
Canonical

variate
特征值

Eigenvalue
占总体变异
Variance (%)

累计总体变异
Cumulative
variance (%)

CV1 0.40673144 54.55 54.55
CV2 0.18592402 24.93 79.48

CV3 0.08441425 11.32 90.80
CV4 0.06859854 9.20 100.00
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图 4    鲢仔鱼形态第一主成分和第二主成分的散点图及网格轮廓图

Fig. 4    The scatter plots of PC1 and PC2 for morphology and outline variation of silver carp larvae
A和B分别表示PC1轴的值为0.1和–0.1时的鲢仔鱼平均形态; C和D分别表示PC2轴的值为–0.12和0.12时的鲢仔鱼平均形态; E. 圆圈表

示不同实验组鲢仔鱼形态均值的95%置信椭圆

Mean shapes of silver carp larvae are shown for sores of 0.1 (A) and –0.1 (B) in PC1. Mean shapes of silver carp larvae are shown for sores
of –0.12 (C) and 0.12 (D) in PC2; E. the circle represents 95% confidence ellipses of the mean shapes of silver carp in different experimental
groups
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图 5    鲢仔鱼形态第一典型变量和第二典型变量的散点图及网格轮廓图

Fig. 5    The scatter plots of CV1 andCV2 for morphology and outline variation of silver carp larvae
A和B分别表示CV1轴的值为5.0和–4.0时的鲢仔鱼平均形态; C和D分别表示CV2轴的值为–7.0和4.0时的鲢仔鱼平均形态; E. 圆圈表

示不同实验组鲢仔鱼形态均值的95%置信椭圆

Mean shapes of silver carp larvae are shown for sores of 5.0 (A) and –4.0 (B) in CV1. Mean shapes of silver carp larvae are shown for sores of
–7.0 (C) and 4.0 (D) in CV2; E. the circle represents 95% confidence ellipses of the mean shapes of silver carp in different experimental groups
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GEOMETRIC MORPHOMETRIC ANALYSIS OF SILVER CARP LARVAE
AFTER EXPOSURE TO TDCIPP

YANG Hao1, 2, PU Yan2, 3, GAO Lei2, DUAN Xin-Bin2, LIU Shao-Ping2, CHEN Da-Qing2 and LI Yun1

(1. Fisheries and Aquaculture Biotechnology Laboratory, College of Fisheries, Southwest University, Chongqing 400715, China;
2. Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Science, Wuhan 430223, China; 3. Key Laboratory

of Freshwater Fish Reproduction and Development (Ministry of Education), School of Life Sciences,
Southwest University, Chongqing 400715, China)

Abstract: Tris (1,3-dichloro-2-propyl) phosphate (TDCIPP), widely used as a kind of organophosphorus flame retar-
dant, has been detected in the Yangtze River water environments. Many toxicological assessments have shown that
TDCIPP could change morphology of fish. Silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) lives in the Yangtze River for its
entire life story, however, the effects of TDCIPP on silver carp is unclear. In order to clarify the main morphological
characters of growth inhibition of silver carp larvae caused by TDCIPP, the present study analyzed the morphological
traits between four environmentally relevant concentrations (0.05, 0.5, 5 and 50 μg/L) and the control group by geomet-
ric morphometric analysis. After the image information of larvae simple was obtained, the body length and body weight
were measured. Then, digitization of landmarks was carried out with the TPS series software. Finally, principal com-
ponent analysis (PCA), canonical variates analysis (CVA) and results visualization were carried out with Morpho J soft-
ware. The body length and body weight of silver carp larvae decreased significantly under exposure to 0.5, 5 and 50 μg/L
of TDCIPP compared with the control group, but no effects were observed in 0.05 μg/L. This indicated that environ-
mentally relevant concentrations of TDCIPP induced growth inhibition in silver carp larvae. The results of PCA and
CVA indicated that the first principal component (PC1) and the second principal component (PC2) together accounted
for 62.15% of the overall variables (47.36% and 14.51%, respectively). The first canonical variates (CV1) and the
second canonical variates (CV2) together accounted for 79.48% (54.55% and 24.93%, respectively), which satisfied the
requirement of morphological analysis of silver carp larvae. The results of grid profile analysis indicated that the ave-
rage morphology of silver carp larvae in different concentrations was significantly different with the control group (P＜
0.05), which identified by the growth retardation of the head, longitudinal axis of body and tail. As a conclusion,
TDCIPP could induce the growth retardation of head, longitudinal axis of body and tail in silver carp larvae. Therefore,
attentions should be paid to the environmental concentrations of TDCIPP in the Yangtze River Basin, and the ecologi-
cal risk of TDCIPP to the replenishment of silver carp population resources should be assessed.

Key words: Geometric morphometric analysis; Morpho J; TDCIPP; Growth inhibition; Silver carp larvae
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