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摘要! 研究全氟辛烷磺酸类物质&6("*'暴露对剑尾鱼肝脏 -+=O'P61K及相关应激基因表达

的影响!探讨筛选导致体内氧化应激反应的敏感生物标志物!并首次克隆和分析剑尾鱼 -+=

O'P61K的 @4%&全序列# 实验将剑尾鱼随机分为 8 组!包括对照组和 /18"913"4113 和 2013

9B5'等 1 个 6("*实验暴露组!同时设置平行组# 定量测定了 21 K"10 K":7 K 和 41 M 肝脏组

织中的 -+=O'P61K"F6793P4"F6793P2 和 A6G9$%&表达水平的变化!成功克隆包含 9:1 L2

核苷酸和编码 481 个氨基酸的剑尾鱼 -+=O'P61K的 @4%&全序列# 通过与其他相关鱼类

-+=O'P61K的核苷酸序列和氨基酸序列相似性比较发现!核苷酸和氨基酸序列相似性分别达

到 99Q<0/Q和 9:Q<00Q# 高浓度 6("*暴露后!剑尾鱼肝脏中与应激相关的各种基因发

生不同程度的变化# 通过 $E76-$技术检测 -+=O'P61K9$%&表达在剂量效应上不显著!

-+=O'P61K9$%&表达和 *"4活性之间并没有相关性!推断是其他类型的 61K基因在

6("*暴露下发挥更为重要的作用# 随着暴露时间的持续延长!-+=O'P61K基因的转录水平

变化趋势与 *"4活性变化及 F6793P4 9$%&表达相一致!表明 +*693 通过提高剑尾鱼体内

*"4水平以保护机体免受氧化损伤# F6793P2 9$%&水平比 F6793P4 9$%&表达更加敏感#

F6793P2 变化趋势与 -+=O'P61K9$%&表达相关性不强!其相关机制有待进一步研究# A6G

9$%&表达呈不断上升趋势!这与 %3?2 信号传导途径有关!也可能是机体在应对 6("*进入

鱼体后的一种防御措施# 剑尾鱼在体实验表明!6("*能够诱导肝脏氧化应激反应!A6G

9$%&和 F6793P2 9$%&表达可以作为 6("*暴露的敏感生物标志物#

关键词! 剑尾鱼$ 全氟辛烷磺酸类物质$ 应激基因表达$ 分子生物学$ 毒性作用

中图分类号! V908$ *:491155555555 文献标志码%&

55剑尾鱼 #Q&/3#/3#)+,32%%2)&+H@PH0$是一种

热带小型淡水鱼类"卵胎生" 隶属于
"

形目

#-=23;A/M/AC;?/39H>$"花
"

科 #6/H@;00;M:H$"剑尾

鱼属#Q&/3#/3#)+,$' 雌雄鱼体型差异较大"雄鱼

体型细长"尾鳍最下叶 8 <7 条鳍条延伸呈剑状"

臀鳍演变成生殖鳍"而雌鱼的腹部圆大"尾鳍&臀

鳍均成扇形"存在性逆转特性' 由于剑尾鱼具有

体型小&食性杂&繁殖周期短&繁殖力强以及便于

在实验室条件下进行纯化培养等特点"已被用作

水生实验动物的培养对象
*4+

"加上其对某些农

药&有机物和重金属敏感"所以被广泛应用于水环

境监测&水产药物安全性评价&化学品毒性检测等

领域的研究
*2+

' 已有的研究结果表明"汞
*/+

和多

氯联苯#6-O>$

*1+

对剑尾鱼肝脏和鳃组织中的

%:

?

"Y

?

7&E6:>H具有抑制作用%6-O对其肝脏

和卵巢的超氧化物歧化酶 #*"4$活性有明显影
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响"在染毒后最初 42 K 内"*"4活性略有上升"但

随着暴露时间延长或浓度增加"*"4活性均呈下

降趋势
*8+

' 壬基酚#%6$和双酚 &#O6&$等化合

物短期暴露后对该鱼产生一定的雌激素效应"诱

导雄鱼卵黄蛋白原#.E8$9$%&表达"组织病理

学研究发现精巢组织细胞受损"影响其繁殖

力
*7+

' 49

#

7雌二醇 #,

2

$也可诱导该鱼卵黄蛋白

原的合成
*9+

' 由此可见"剑尾鱼在水环境监测和

内分泌干扰研究中具有较好的应用前景'

本实验以剑尾鱼为研究对象"首次克隆并获得

了剑尾鱼肝脏 -+=O'P61K的 @4%&全序列' 在全

氟辛烷磺酸类物质#2H3?0I/3//@C:AH>I0?/A:CH"6("*$

对剑尾鱼肝脏抗氧化物酶活性变化研究的前提下"

运用$E76-$分析*"4&8*E和 +*693 家族两亚型

在转录水平的表达"进一步从核酸转录水平上揭示

6("*对剑尾鱼氧化应激反应的影响' 本实验拟从

/个方面进行探讨!

$

揭示在 6("*暴露下"剑尾鱼

肝脏中的*"4在核酸水平与酶活性之间是否存在

相关性%

%

鱼类是否与哺乳动物和蜘蛛一样"体内

+*693 在细胞内具有抗氧化生物活性"能够直接释

放和增加内源性过氧化酶#如 *"4$水平"并探讨

+*69379$%&和*"479$%&在剑尾鱼体内是否存

在相关性%

&

筛选 6("*导致体内氧化应激反应在

核酸转录水平上的敏感生物标志物'

45材料与方法

!"!#化学试剂

暴露试剂55全氟辛烷磺酸类物质#*;B9:7

&0M3;@K 公司"美国$"纯度高于 :7Q' 用去离子水配

制 133 9B5'的母液"使用时稀释成所需要的浓度'

分子试剂55E/C:0$%&提取试剂盒#$%&;>/

60I>$#E:Y:$:公司$%E)&%*@3;2C@4%&第一链合

成试剂盒#E)&%*@3;2C$EY;C$#天根生化科技有限

公司$%2 BE:Z 6-$X:>CH3X;G 试剂盒#天根生化

科技有限公司$%,1U1%1&1EX8H0,GC3:@C;/A Y;C

胶回收试剂盒#美国 "9HB:生物技术公司$%233

L2 4%&0:MMH3和 X:3PH3

'

#天根生化科技有限公

司$%7 B'/:M;AB LI??H3#E:Y:$:公司$%其他试剂

均为国产分析纯'

!"$#实验动物

剑尾鱼由中国水产科学研究院珠江水产研究

所李凯彬工程师惠赠' 选择健壮"体长范围为1 <

8 @9的幼鱼"在实验室驯养一周以上' 暂养期间

死亡率低于 /Q%实验前一天停止投饵"选择体型

正常"反应灵敏"大小基本一致"外观上没有异常

现象的幼鱼随机分组' 实验鱼的使用及实验过程

参照实验动物使用的 /$原则进行
*0+

'

!"?#染毒与制样方法

参考文献 *: 644 +"设计 /18&913&4113 和

2013 9B5'1 个处理组和一个对照组"同时设有

平行组' 实验用水为充分曝气的自来水"水温保

持在 27 <20 F"2+值为 710 <912' 每组水量为

23 '"放入剑尾鱼 /3 尾' 实验期间各组未出现死

亡现象' 每组分别于 21&10&:7 K 和 41 M 取出剑

尾鱼肝脏"每次每组每个时间点随机取出 7 尾"其

中将 2 尾鱼肝脏混合成一个样本进行测定"每组

每个时间点共有 / 个平行样本' 肝脏取出后"用

预冷的 3107Q生理盐水冲洗"滤纸吸干"称重后

装袋密封"放入 693 F冰箱中保存备用'

!"L#肝细胞总 FRB提取和第一链 ;ARB合成

取剑尾鱼新鲜肝脏组织"按 E3;N/0说明书提取

总 $%&"利用$%&23H2 2I3H-H005O:@CH3;:Y;C提取

总 $%&"电泳检测完整性"核酸定量仪检测其浓度

和纯度"保证其 "4

273

5"4

203

>410 <213' 利用

4%:>H)处理 $%&"去除残留的基因组 4%&污染'

以总 $%&#约 2

!

B$为模板"以 "0;B/ME40 为引物"

按照逆转录酶 X7X'.说明书合成第一链 @4%&'

!"Y#引物设计'EDF扩增 7*895:!;<及其他基

因 ;ARB片段

根据 %-O)数据库上近缘动物爪哇青
"

#1).B&(,M(*('&0+,$ #8HAO:AP 登陆号!4V773/22$

设计各基因引物"利用 %-O)在线 O0:>C程序分析

其保守区域"在此区域分别设计一对引物#具体序

列与产物大小见表 4$' 扩增剑尾鱼 -+=O'P61K

@4%&中间片段"以第一链 @4%&为模板"6-$反

应总体系均为 28

!

'"各含 218

!

'43 B反应缓冲

液"318

!

'上&下游引物#各 43

!

9/05'$"318

!

'

M%E6>#43 99/05'$"G(H 酶 4128 #"模板量 4

!

'"

以 MM+

2

"补足体积#以下 6-$反应体系均同此$'

6-$程序均为 :1 F预变性 / 9;A%:1 F变性 /3 >"

88 F退火 /3 >"92 F延伸 / 9;A"/8 个循环%最后

92 F延伸 43 9;A' 分别将6-$产物切胶纯化回收

后"连接到 2X4723E载体"转化大肠杆菌 4+8

(

感

受态细胞"经鉴定后将阳性克隆测序' 利用 %-O)

的在线 O0:>C程序"O;/TX217"X,8&113 等软件

对获得的序列进行分析'

701
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表 !#实验所用的引物序列

%&'"!#E).41)878103*)&55,-11261).41/,8

基因

BHAH

引物

23;9H3

8-

G

9

物种

>2H@;H>

F6793P4

>HA>H!8[&8--E&EEE-&&E8&-E---&/[

:AC;>HA>H!8[8EE8E-8-E8&E8E--EE-EE/[

121:Q

1917Q

8717

8710

QD32%%2)&

F6793P2

>HA>H!8[--E888-&-E&--E&-E-EE/[

:AC;>HA>H!8[E-&--&-88-&EEE8EE&E/[

17Q

8310Q

8/17

811/

QD32%%2)&

A6G

>HA>H!8[&&8&&--&&88-&&-&&8/[

:AC;>HA>H!8[&--&-E888&&8&-8&E8/[

1111Q

8817Q

1317

1812

QD32%%2)&

61K

>HA>H!8[88EEE--&E8E--&E8-EEEE8/[

:AC;>HA>H!8[8&-E-E--E-&EE8--E--EEE/[

18118Q

83133Q

8012

7313

QD32%%2)&

!

P(0$&'

>HA>H!8[E8&8-&88&&&E888&&-E/[

:AC;>HA>H!8[8&-&888&&8--&88&E8/[

841/Q

1810Q

1/18

1719

QD32%%2)&

!"P#引物设计及荧光定量 EDF

根据已获得的剑尾鱼 -+=O'P61K或其他基

因序列"分别设计其基因的荧光定量 6-$引物"

采用 *SO$ 63H9;G ,G G(H 试剂盒 # E:Y:$:"

4:0;:A"-K;A:$"在荧光定量仪 &O)6$)*X 9833

*HZIHA@H4HCH@C/3*=>CH9 # 6H3P;A,09H3&220;HM

O;/>=>CH9>"(/>CH3-;C="-&"#*&$上进行荧光定

量 6-$扩增' 反应体系为 28

!

'"各含 *SO$

)

63H9;G ,G G(H

EX

#2 B$4218

!

'"318

!

'上&下游

引物 #43

!

9/05'$"@4%&模板 2

!

'"以 MM+

2

"

补足体积' 6-$反应条件为 :8 F预变性 43 >%:8

F 8 >变性"73 F /1 >退火&延伸"6-$循环 13'

扩增结束后进行溶解曲线分析"确定 6-$质量'

以
!

P(0$&' 为管家基因校正实验误差' 运用 2

6

**

-

C

方法*

**

-

C

>#-

C目的基因
6-

C管家基因
$实验组 6#-

C目的基因

6-

C管家基因
$对照组 +计算目的基因的表达倍数' 采用

*6**4713 软件对组间数据进行单因素方差分析

#"AH7R:= &%".&$"7=3138 表明差异显著"

7=3134 表明差异极显著' 所有结果以平均值 @

标准差#9H:A @*4$表示'

25结果

6("*暴露实验期间"各浓度组均未发现实

验鱼死亡现象"同时在暴露全过程中实验组与对

照组相比较也未发现有行为异常"表明在实验范

围内 6("*对剑尾鱼无可观测的急性毒性作用'

$"!#剑尾鱼 7*895:!;<基因的序列分析

根据近缘物种爪哇青
"

已知 -I5UA7*"4的

保守序列设计引物"以 $&-,$,&4S@4%&为

模板"分别进行 8[端和 /[端扩增"产物检测结果显

示"8[端长度在 273 L2 左右"/[端在 703 L2 左右"

产物大小符合预期结果' 测序后运用软件进行拼

接"最终获得 9:1 L2 核苷酸编码 481 个氨基酸的

-+=O'P61K基因全序列#图 4 和图 2$' 通过与已

知 其 他 鱼 类 -+=O'P61K 的 核 苷 酸 和 氨 基

酸序列相似性比较发现"核苷酸和氨基酸序列相

图 !#克隆的剑尾鱼肝脏 7*895:!;<;ARB序列及推测的相应氨基酸序列

=.9"!#7*895:!;<;ARB81U71/;1&/00107;10&4./* &;.08./=3%1((1/-5.<1)8

901
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图 $#剑尾鱼肝脏 D7Z[/IXVA核苷酸序列和已知鱼类相应序列同源性比较

=.9"$#%-1&5.9/41/,*3D7Z[/IXVA81U71/;1*3=3%1((1/-&/0*,-1)G/*+/3.8-18

KD)2)&#!K('&# )2)&##斑马鱼$ % 6D,(%()!6(%4# ,(%()#大西洋鲑鱼$ % @D0('(8+4!@(03.02'$)#' 0('(8+4#军曹鱼$ % 1D4#,,(4"&0+,!

1)2#03)#4&,4#,,(4"&0+,#吴郭鱼$ % GD#",0+)+,!G(<&E+5+ #",0+)+,#暗纹东方$ % 1DE(,0&($+,!1/%25'($3+,E(,0&($+,#横带石鲷$ %

RD0#&#&82,!R/&'2/32%+,0#&#&82,#点带石斑鱼$ % QD32%%2)&!Q&/3#/3#)+,32%%2)&#剑尾鱼$

001
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似性分别达到 99Q<0/Q和 9:Q<00Q #表 2$'

利用 X,8&113 的 %H;BKL/37!/;A;AB 法绘制基因

进化树#图 /$'

$"$#E=VX暴露下 7*895:!;< 4FRB在剑尾

鱼肝脏中的表达

除 41 M 外"-+=O'P61K 9$%&的表达均呈

现先降低后升高的趋势"在 /18 9B5'时达到最

低点"随后在 913 9B5'时上升"并在高浓度组

#4113 和 2013 9B5'$达到最高点#图 1$' 但是"

只有 21 K 2013 9B5'组 -+=O'P61K9$%&的表

达与对照组相比呈极显著增加#7=3134$"其他

各组与对照组相比没有显著性变化#7A3138$'

表 $#剑尾鱼 D7Z[/IXVA核苷酸及氨基酸序列相似性与其他已知鱼类的比对

%&'"$#D*46&).8*/*3/7;51*,.01&/0&4.* &;.081U71/;1*3D7Z[/IXVA+.,-*,-1)G/*+/3.8-18

种类

>2H@;H>

8HAO:AP 注册号

:@@H>>;/A AI9LH3

核苷酸相似性5Q

AI@0H/C;MH;MHAC;C=

8HAO:AP 注册号

:@@H>>;/A AI9LH3

氨基酸相似性5Q

:9;A/ :@;M ;MHAC;C=

横带石鲷 1/%25'($3+,E(,0&($+, &S74//:314 0/ &&E/774814 00

吴郭鱼 1)2#03)#4&,4#,,(4"&0+, &S2:438714 04 &&$02:7:14 0/

虹鳟 1'0#)3.'03+,4.<&,, %X334421/2:14 99 %633444903414 03

爪哇青
"

1).B&(,M(*('&0+, 4V773/2214 90 &O88110114 9:

伯氏肩孔南极鱼 G)24($#4+,"2)'(003&& &S9/720314 90 &&R8:/8:14 03

银鱼 -3&#'#8)(0# 3(4($+, &S9/720414 9: &&R8:/7314 03

图 ?#剑尾鱼肝脏和其他鱼类的 7*895:!;<基因进化树

=.9"?#%-1-*4*5*9@ ,)11*37*895:!;<./3.8-

7()(%&03$3.,#%&*(02+,! 牙 鲆% 7%($&03$3.,E%2,+,! 欧 洲 川 鲽%

1).B&(,M(*('&0+,!爪哇青
"

% 1)2#03)#4&,4#,,(4"&0+,!吴郭

鱼% @(03.02'$)#' 0('(8+4!军曹鱼% Q&/3#/3#)+,32%%2)&!剑尾

鱼% G(<&E+5+ #",0+)+,!暗纹东方% K('&# )2)&#!斑马鱼%

-()(,,&+,(+)($+,!鲫% 6(%4# ,(%()!大西洋鲑鱼% C&0)#/$2)+,

,(%4#&82,!大口黑鲈

$"?#E=VX暴露下 >!?\J:! 和 >!?\J:$ 4FRB

在剑尾鱼肝脏中的表达

F6793P4 和 F6793P2 是 +*693 家族的两个

不同亚型' 在 6("*暴露下"两个亚型在转录水

平上 呈 现 出 不 同 表 达 方 式' 其 中" F6793P4

9$%&表达趋势与 -+O'P61K9$%&表达的趋

势相似' 21 K 和 :7 K 时"随着暴露浓度的增加"

F6793P4 9$%&表达呈先下降再上升的趋势"分

别在最高两个浓度组达到最高值"与对照组相比

呈显著#7=3138$或极显著差异#7=3134$' 在

41 M 时"F6793P4 9$%&表达也呈现先增高后降

低的变化趋势' 10 K 时各浓度组的变化趋势不明

显' 随着 6("*暴露时间的延长"两个最高浓度

组均表现出先升高后下降的变化趋势"其中 2013

9B5'组在 21 K 时达到最大值"与对照组相比呈

显著性增高#7=3138$"随后 F6793P4 9$%&表

达不断降低"在 41 M 时达到最低点' 41 9B5'组

在 :7 K 时达到最高点"与对照组相比呈显著性增

高#7=3138$"到 41 M 时表达有所下降#图 8$'

6("*暴 露 下" F6793P2 9$%& 水 平 比

F6793P4 9$%&表达更加敏感 #图 7 $"21 K时"

/18 9B5'组与对照组相比呈显著性增加 #7=

3138$"并一直持续到 41 M' 到 10 K 时"913 和

4113 9B5'组呈显著性下降趋势 #7=3138$"但

随着暴露时间的延长"这种降低趋势逐渐消失"

F6793P2 9$%&水平开始上升"并且在 41 M 时

913 9B5'F6793P2 9$%&水平表达与对照组相

比呈极显著升高#7=3134$' 20 9B5'组F6793P

2 9$%&水平表达始终低于对照组"并在 10 K 和

:7 K 时这种降低趋势达到极显著水平 # 7=

3134$'

图 L#E=VX对剑尾鱼肝脏 7*895:!;<4FRB表达的影响

=.9"L#]331;,8*3E=VX*/,-1126)188.*/*3

7*895:!;<4FRB./8+*)0,&.58
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图 Y#E=VX对剑尾鱼肝脏 >!?\JI! 4FRB表达的影响

=.9"Y#]331;,8*3E=VX*/,-1126)188.*/*3

>!?\J:! 4FRB./8+*)0,&.58

$"L#E=VX暴露下 @!A4FRB在剑尾鱼肝脏中

的表达

不同时间 6("*暴露下"A6G9$%&水平的

表达呈剂量依赖性上升趋势 #图 9$' 除 21 K 没

有显著性变化外"其他各组与对照组相比均表现

为极显著差异#7=3134$"同时"时间效应也十分

明显' 随着暴露时间的延长"A6G9$%&水平的

表达呈不断上升趋势'

图 P#E=VX对剑尾鱼肝脏 >!?\J:$ 4FRB表达的影响

=.9"P#]331;,8*3E=VX*/,-1126)188.*/*3

>!?\J:$ 4FRB./8+*)0,&.58

图 \#E=VX对剑尾鱼肝脏 @!A4FRB表达的影响

=.9"\#]331;,8*3E=VX*/,-1126)188.*/*3

@!A4FRB./8+*)0,&.58

/5讨论

研究表明"机体中具有抗氧化防御系统抵抗

各种氧化应激"其中超氧化物歧化酶#*"4$作为

抗氧化系统的第一道防线"能够催化超氧阴离子

自由基发生歧化反应生成过氧化氢和水
*42+

'

*"4按照辅基的不同"主要分为 -I5UA7*"4&(H7

*"4&XA7*"4和 %;7*"4' -I5UA7*"4在真核

生物中广泛存在"(H7*"4主要存在于叶绿体和

原核生物中"XA7*"4广泛存在于真核生物线粒

体和原核细胞胞浆中' 其中"-I5UA7*"4是最早

被发现的超氧化物歧化酶"它的结构中含有两个

亚基"每个亚基含有 4 分子 -I 和 4 分子 UA' -I

与其催化活性有关"而 UA 主要用来维持分子结

构的完整性
*4/ 641+

' -I5UA7*"4在进化方面高度

保守"来源于牛血的 -I5UA7*"4和人类同源性高

达 03Q以上' 目前"*"4基因在基因库中已达上

千个"分别来自各种微生物&植物和动物' 但是相

对其他动物而言"鱼体内 *"4基因的研究尚少'

本实验成功克隆了剑尾鱼 -+=O'P61K@4%&的

全序列"并在此基础上"利用 $E76-$技术检测暴

露在 不 同 浓 度 6("*下 剑 尾 鱼 -+=O'P61K

9$%&的表达情况' 本研究中"不同浓度 6("*

暴露下"除 41 M 外"-+=O'P61K9$%&表达均呈

现先降低后升高的趋势"但是与对照组相比没有

显著性差异' 相同浓度 6("*暴露下"同一时间

点剑尾鱼肝脏 *"4活性随浓度升高而升高
*44+

"

这与-+=O'P61K9$%&表达情况不一样' 但是"

在时间效应上"各浓度组-+=O'P61K9$%&表达

从 21 K 到 41 M 都有不同程度的增加"而 / 个

6("*低浓度组中"*"4活性均随暴露时间延长

而上升"2013 9B5'组在 21 <:7 K 时两者也表现

出相似的变化趋势"即先下降后上升' 因此"剑尾

鱼肝脏中 *"4活性与 -+=O'P61K9$%&表达虽

然在剂量效应上不一致"但是在时间效应上具有

相关性"这种相关性对 *"4活性变化较 -+=O'P

61K9$%&表达更为显著' 这可能是由于 6("*

暴露后"剑尾鱼在短期内遭遇氧化应激"导致机体

中活性氧#$"*$含量增加' 机体作出各种应答"

如激活特殊转录因子 %3?2

*48+

或其他应激蛋白

+*693

*47 640+

等去诱导抗氧化物酶基因的表达'

*"4是一种多基因家族"生命体中一种形式 *"4

被抑制"会导致其他形式的 *"4基因表达的增

3:1



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 张5晶"等!全氟辛烷磺酸类物质对剑尾鱼 -+=O'P61K及相关应激基因表达的影响 55

加' 6("*暴露下"除了 -+=O'P61K9$%&"其他

类型如 C'P61K 9$%&可能被诱导' -+=O'P

61K9$%&在 6("*暴露下表达不显著可能是

其他类型 *"4基因被诱导"并发挥了更为重要的

作用' 其相关机制有待进一步研究' 因此"-+=

O'P61K9$%&表达不能作为 6("*导致氧化应

激的敏感生物标志物'

近年来"由于 +*693 具有高度保守性以及在

受到环境胁迫下能够大量表达的特性"已被作为

评估重金属&有机物&高温等应激条件的敏感生物

标志物' 研究表明"-I

2 ?

&UA

2 ?

&497

(

炔雌醇和氯

仿等污染物暴露时"都能引起鱼体内 +*693 显著

诱导
*4: 624+

' 本 实 验 中" +*693 的 两 个 亚 型

F6793P4 和 F6793P2 9$%&在 6("*暴露下表现

出不同的表达方式' F6793P4 9$%&与 -+=O'P

61K9$%&表达在 21 K&:7 K 和 41 M 时表现出相

似的变化趋势"即在 21 K 和 :7 K 时"随着 6("*

浓度升高"两基因表达呈先下降后上升的变化趋

势":7 K 时则刚好相反' 因此"F6793P4 9$%&与

-+=O'P61K9$%&表达具有一定的相关性"推测

这与 +*693 具有抗氧化的功能有关"已有研究也

表明"它能够抑制产生氧自由基的关键酶即烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶"通过反馈抑制作

用减少氧自由基的产生%+*693 还可对抗 +

2

"

2

对

细胞膜的损伤"减少 -:

2 ?

进入细胞"从而保护细

胞免受由活性氧族介导的 -:

2 ?

内流引起的细胞

毒性和细胞凋亡
*47"22+

' 另外"R;0@NHP

*47+

对采自

波兰南部奥尔库兹和皮利察两处牧场的两种不同

蜘蛛进行高温和杀虫剂暴露"结果表明"用高温和

杀虫剂不仅诱导出蜘蛛 +*693 表达增强"而且证

明 +*693 表达与超氧化物歧化酶#*"4$及过氧

化氢酶#-&E$的表达呈正相关"并认为 +*693 阳

性细胞有抗凋亡的作用' 将黑腹果蝇幼虫/9 F

热应激 /3 或 73 9;A 后"-+=O'P61K9$%&表达

上调"并且 F6793 9$%& 表达与 -+=O'P61K

9$%&表达增高相一致
*49+

' -KHA 等
*40+

对氟中

毒病人头发中 F6793 9$%&表达及 *"4&-&E

和 86G 等抗氧化物酶活性进行了测定"目的在于

探讨 *H在氟中毒防御机制中的作用' 结果显示"

在高 *H?(组"F6793 9$%&表达明显高于其他

组"而且该组中所有酶活性也是显著高于其他

组
*40+

' 综上所述"机体中的 +*693 还可提高内

源性过氧化酶如超氧化物歧化酶#*"4$水平"从

而加快氧自由基的清除' 这些结果与本研究的结

论相吻合' 因此"6("*暴露下"F6793 9$%&与

-+=O'P61K9$%&表达具有相关性"并且 +*693

通过提高剑尾鱼体内 *"4水平保护机体免受氧

化损伤' 本实验结果还表明"F6793P2 9$%&表

达比 F6793P4 9$%&表达更加敏感"/18 9B5'

处理组中 F6793P2 9$%&一直保持在较高水平'

随着 6("*暴露时间的延长"913 和 4113 9B5'

处理组的 F6793P2 9$%&表达呈现不同程度的

上升趋势"而 2013 9B5'处理组 F6793P2 9$%&

表达始终低于对照' 这一亚型与 -+=O'P61K

9$%&表达完全不一样"其相关机制有待进一步

研究'

谷胱甘肽 *转移酶 #8*E$是广泛存在于细

菌&植物和动物体内的一类多功能同工酶家

族
*2/+

' 目前 国 内 外 关 于 8*E的 报 道 很 多'

%:K3B:AB 等
*21+

将鳕鱼#;#)2#5(8+,,(&8($暴露于

不同浓度原油中后"A6G9$%&表达很微弱"但

是高浓度组 A6G9$%&表达在 2 周后迅速上调"

与对照组相比有显著性差异"低浓度组此时无变

化' 到 1 周或 7 周时"各浓度组的 A6G9$%&表

达恢复到对照水平' 在酶活性方面"1 周暴露期

8*E活性无显著性变化"但是"高浓度组在 2 周

净化期后 8*E活性呈显著性上升趋势' 由此可

见"A6G9$%&分子转录水平和 8*E酶活性没有

相关性' 并且研究者认为"A6G9$%&分子转录

水平和 8*E酶活性在原油暴露下变化不大"可能

是在肝脏中第
'

阶段另一解毒酶---葡萄糖醛酸

基转移酶在原油解毒与排泄过程中较 8*E发挥

更主要的作用' 相关 A6G9$%&分子转录水平

变化不大的研究在 6("*暴露中也有报道
*28+

'

但是"本研究发现"不同时间和浓度 6("*暴露

下"A6G9$%&水平的表达呈剂量依赖性上升趋

势' 除 21 K 没有显著性变化外"其他各组与对照

组相比均表现为极显著诱导#7=3134$' 同时"

时间效应也十分明显"随着暴露时间的延长"A6G

9$%&水平的表达呈不断上升趋势' 因此"这种

酶分子转录水平的高水平表达"是鱼体在应对外

源 6("*进入体内后的一种防御措施' 另外"*K;

等
*27+

研究发现 %3?2 是一种预防 6("*诱导斑马

鱼幼体产生氧化应激的途径' %3?2 是细胞调节

抗氧化应激反应的重要转录因子"氧化应激作用

下" %3?2 与 核 内 抗 氧 化 元 件 &$, 上
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8-E8&8E-&位点结合"启动 &$,调控的第
'

相解毒酶和抗氧化物酶基因表达"增加细胞对氧

化应激的抗性' 因此"本研究中 A6G9$%&核酸

转录水平的提高与该转录因子的调控有关'
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