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摘要! 采用+SDB4+方法克隆并分析了条纹密鲈卵黄蛋白原"5ST#和
!

D肌动蛋白"

!

DFPUGI#

P>,-部分序列$ 获得的5STP>,-序列片段长 ! @<@ V:!全部处于编码区!编码 & &"% 个氨

基酸%

!

DFPUGI P>,-序列片段长 & $"! V:!编码 !?" 个氨基酸$ 使用活体与离体的实验方法!

检测了5STE+,-转录情况!并以此评价雌二醇"3

$

#&辛基酚")B#&镉"4R

$ W

#和全氟辛烷

磺酸类化合物"B/)1#引起的雌激素效应$ 结果显示!3

$

和)B在活体和离体实验中均能剂量

依赖性地诱导5STE+,-表达$ 4R

$ W仅在活体实验低剂量组诱导 5STE+,-表达!B/)1

在活体和离体实验的各个浓度组均未见显著的 5STE+,-表达$ 结果表明!所诱导的雌激

素效应强弱的排列顺序为 3

$

X)BX4R

$ W

$ 4R

$ W的雌激素效应活体和离体实验的结果不一

致!推测4R

$ W引起雌激素效应的机理可能和3

$

不同$ 条纹密鲈5STP>,-对环境激素敏感!

适合作为监测环境激素的生物标志物$

关键词! 条纹密鲈% 卵黄蛋白原基因% 克隆与表达% 环境激素

中图分类号! 1#&?'''''''文献标志码'-

''环境激素#9IYGZ6IE9IUF7L6ZE6I9$或称为环

境内 分 泌 干 扰 物 # 9IYGZ6IE9IUF79IR6PZGI9D

RGOZQ:UGIJ PL9EGPF7O"3>4O$对生物体的正常内分

泌系统造成负面影响"进而影响其生长&发育&新

陈代谢以及繁殖等生理过程' 目前"关于环境激

素在生物体内的作用机制&监测控制以及其化合

物的鉴定已经成为国际性的研究热点' 水环境是

大部分污染物的最终聚集场所"也是鱼类等水生

动物的自然生存环境"因此它们受污染物的危害

风险很高' 建立灵敏&有效的检测和评价水环境

中环境激素污染的方法具有重要意义"因此"许多

研究环境激素的实验方法应运而生'

利用卵黄蛋白原#YGU9776J9IGI"5ST$作为生

物标志物的研究已较广泛' 雌性动物卵黄生成期

可合成大量5ST"而在其他生活期及雄性动物体

内的5ST的含量却很低' 雄性和幼年动物在人

工雌激素或低剂量的类雌激素长期作用下"都能

诱导体内5ST的生成(& ;$)

' 根据这一特性"雄性

卵生脊椎动物肝细胞的 5ST合成可以用于检测

3>4O

(! ;@)

' 目前"已有多种鱼类 5ST被应用作

为生物标志物"包括食蚊鱼#!"#$%&'" "((')'&$

(")

"

剑 尾 鱼 # *'+,-+,-.%&,/00/.'$

(<)

" 稀 有 鲫

# !-$'-12+.'&.".%&$

(?) 和 莫 桑 比 克 罗 非 鱼

#3./-1,.-#'&#-&&"#$'1%&$

(=)等"尽管5ST检测

实验具有灵敏&快速&专一等优点"但由于物种之

间的差异&免疫系统的复杂性以及 3>4O成分的

多样性"借助一种动物实验"单一检测指标难以对

一种化学物质或某水域的雌激素效应作出全面评

价' 开发和建立更多的实验模型并发展活体和离

体实验体系对3>4O的筛选和鉴定显然更具现实

意义' 肌动蛋白#FPUGI$是所有真核生物细胞重

要结构蛋白"几乎参加了真核细胞的所有生理过

程(#)

'

!

DFPUGI是最主要的非肌肉或胞质肌动蛋

白异型体"它在真核生物的大多数非肌肉细胞以

及未分化的成肌细胞中表达"由于表达水平非常

稳定"常常用来作为研究其它基因表达水平的内

参基因(&%)

'

条纹密鲈 #4-0'&" ("&1'"5"$隶属于鲈形目
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#B9ZPGH6ZE9O$"斗鱼科#C976IUGGRF9$"一种热带杂食

性小型鱼类"主要分布在印度&孟加拉国&缅甸&尼

泊尔等国的河口或池塘水域"作为经济观赏鱼引入

我国' 本研究采用条纹密鲈作为实验材料"克隆

5ST和
!

DFPUGI P>,-片段"建立活体#') 6'6-$和

离体 #') ')5.-$方法检测雌二醇 #&?

!

D9OUZFRG67"

3

$

$&辛基酚#6PU[7:L9I67")B$&镉#4R

$ W

$和全氟辛

烷磺酸类化合物#:9ZH7Q6Z66PUFI9OQ7H6IFU9O"B/)1$

的雌激素效应' 探索利用条纹密鲈卵黄蛋白原基

因作为生物标志物监测环境激素物质的可行性'

&'材料与方法

!"!#实验材料

限制性内切酶&BZ9EG\ 3\7"8 酶&反转录酶

-]5& :]>&=DS59PU6Z为 SF̂F+F公司产品%

>,FO9

"

&+,FO9&连接酶&_G77GFE*O3]9RGQE&

辛基酚&氯化镉及其他主要试剂为 1GJEF公司产

品%胎牛血清为杭州四季青产品"一次性 < 孔细胞

培养为(3SC0)/0.产品"大肠杆菌>2"

#

由本实

验室保存"引物由上海生工生物工程有限公司合

成"序列分析由上海博尚生物技术有限公司完成'

!"$#实验鱼的饲养与染毒

于 $%&% 年 " 月从广州市花地湾鱼花鸟市场

购买条纹密鲈"&% &̀$ 月龄"性成熟健康个体'

雌鱼体长#<8!" a%8"$ PE%体质量#$8@ a%8!$

J%雄鱼体长#<8%" a%8"$ PE"体质量#$8< a%8!$

J' 将雌雄分开饲养于水族箱#!% PEb$$ PEb

$" PE"加入水体积为 = .$"静养 & 周后用于5ST

诱导实验' 雌鱼用于相关基因的克隆与分析实

验"雄鱼用于体内外染毒实验' 实验过程中 $ R

换水 & 次"实验用水为连续曝气 $@ L 的自来水"

水温#$" a$$ c":2为 <8=' 以水体浸浴或培养

基浸浴的方式分别研究几种污染物对实验鱼肝脏

或原代培养肝细胞的5ST诱导作用' 根据2-,

等(<)和_-,T等(&&)的研究并结合预实验结果"

染毒方法设计如下!每种污染物设置 @ 个质量浓

度梯度"其中 3

$

为 %"%8%%""%8%$" 和 %8&$"

$

JA

.%)B为 %"""$" 和 &$"

$

JA.%4R47

$

和 B/)1分

别为 %""%"$"% 和 & %%%

$

JA.' 活体实验"每箱随

机放入 = 尾雄性条纹密鲈"暴露时间为? R"每个

处理设置 ! 个平行"每个平行取两条鱼的肝脏混

合一管进行+,-提取' 暴露实验结束后"以]1D

$$$#"% EJA.$将鱼麻醉"然后解剖取出肝脏'

!"%#肝细胞原代培养

参考文献(&$)的方法"进行稍微的改进' 取

暂养 &周后的实验鱼"于 %8%&d的高锰酸钾溶液中

浸泡 $% EGI"再以]1D$$$#"% EJA.$将鱼麻醉"然

后以?"d酒精进行再次体表消毒"用刀片在臀鳍处

对鱼进行断尾并用无菌棉花蘸血以达到去血的目

的' 去血后"无菌手术取出肝组织"剪至 & EE

!大

小组织块"加入 %8$"d胰蛋白酶消化液室温

(#$" a!$ c)消化"待肝组织的细胞分散成单个或

大量小细胞团时即停止消化"所得细胞用 &%% 目筛

过滤""%% ZAEGI离心 " EGI"弃上清液"加含 &%d胎

牛血清的_G77GFE*O3]9RGQE培养基#含 &%% EJA

E.青霉素和 &%% EJAE.链霉素$重悬沉淀"用细

胞计数板进行细胞计数"用台盼蓝#%8@d$排除法

评价细胞活性"只有在活细胞数达到细胞总数的

#%d以上时方可将其用于实验(&!)

' 以每孔 $ E.

&8% b&%

<

AE.的浓度接种于一次性 < 孔细胞培养

板"每个处理设置 !个平行"置 $= c&@8"d 4)

$

培

养箱中培养' @= L后首次换液"此后每 $@ 小时换

液"各污染物按照在体实验的浓度分别加入培养基

中"倒置显微镜下观察细胞生长状态' 培养 @ L

后"进行总+,-提取实验'

!"&#肝脏或培养肝细胞总 '()提取和第一链

*+()合成

取条纹密鲈新鲜肝脏组织"按 SZGK67说明书

提取总 +,-或收集原代培养肝细胞"利用

+,-:Z9: :QZ94977ACFPU9ZGF ĜU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)>

$<%

A)>

$=%

e&8= $̀8%' 利用 >,FO9

"

处

理 +,-"去除残留的基因组 >,-污染' 以总

+,-#约 $

$

J$为模板"以 )7GJ6RS

&=

为引物"按照

逆转录酶]D].5说明书合成第一链P>,-'

!",#引物设计"-.'扩增/01和
!

23*456*+()

片段

根 据 ,4C0数 据 库 上 白 鲈 # 9-.-)/

"#/.'1")"$ #T9ICFIf 登陆号!>g%$%&$%$ 5ST

P>,-序列和黑棘鲷 #:1")5,-+";.%&&1,0/;/0''$

#T9ICFIf 登陆号!-h@#&!=%$

!

DFPUGI P>,-序

列"利用,4C0在线 C7FOU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 &$' 扩增条纹密鲈5ST和
!

DFPUGI P>,-

中间片段"以第一链 P>,-为模板"B4+反应总

体系均为 $"

$

."各含 $8"

$

.&% b反应缓冲液"

!"!#
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# 期 梁'岳"等!条纹密鲈卵黄蛋白原基因的克隆与检测 ''

%8"

$

.上&下游引物#各 &%

$

E67A.$"%8"

$

.

R,SBO#&% EE67A.$"7"8 酶 &8$"*"模板量 &

$

."以 RR2

$

)补足体积#以下B4+反应体系均同

此$' B4+程序均为 #@ c预变性 ! EGI%#@ c变

性 !% O""" c退火 !% O"?$ c延伸 ! EGI"!" 个循

环%最后 ?$ c延伸 &% EGI' 分别将两个 B4+产

物切胶纯化回收后"连接到 :]>D$%S载体"转化

大肠杆菌 >2"

#

感受态细胞"经鉴定后将阳性克

隆测序' 利用 ,4C0的在线 C7FOU程序"CG6i]

$8<"]3T-@8% 等软件对获得的序列进行分析'

表 !#实验所用的引物序列

037"!#-859:8;<;:=>?83@@4A::BC:859:64;

引物

:ZGE9Z

引物序列#"jD!j$

:ZGE9ZO9MQ9IP9

产物大小AV:

:Z6RQPUOGK9

用途

QOFJ9

<7! /!-T-TTS-S44ST--STS44S

+!--STS4-4ST-ST---T4-T

! "%% 基因克隆

J9I9P76IGIJ

!

="15') /!-T4T----T444444-44---T

+!4T44ST-TSTSTS-ST-T---S

& $%% 基因克隆

J9I9P76IGIJ

<7! /!-S-TS44SSST-ST4S4TTS

+!4S44-T--4-S4-T4TT4-T

&$< 荧光定量

B4+

+SDB4+

!

="15') /!--T44--4-TTT-T--T-ST

+!S-4T-44-T-TT4-S-4-TT

&%! 荧光定量

B4+

+SDB4+

!"D#引物设计及荧光定量-.'

根据已获得的条纹密鲈5ST或
!

DFPUGI 基因

序列"分别设计 5ST和
!

DFPUGI 基因的荧光定量

B4+引物#具体序列与产物大小见表 &$"采用

1hC+BZ9EG\ 3\ 7"8 试剂盒#S-̂ -+-">F7GFI"

4LGIF$"在荧光定量仪-C0B+01]?"%% 19MQ9IP9

>9U9PU6Z1[OU9E#B9ZfGI37E9Z-::7G9R CG6O[OU9EO"

/6OU9Z4GU["4-"*1-$上进行荧光定量 B4+扩

增' 反应体系为 $"

$

."各含 1hC+

%

BZ9EG\ 3\

7"8

S]

#$ b$&$8"

$

."%8"

$

.上&下游引物#&%

$

E67A.$"P>,-模板 $

$

."以 RR2

$

)补足体积'

B4+反应条件为 #" c预变性 &% O%#" c " O变

性"<% c !@ O退火&延伸"B4+循环 @%' 扩增结

束后进行溶解曲线分析"确定 +4+质量' 以
!

D

FPUGI为管家基因校正实验误差' 运用 $

;

&&

4

U方法

(

&&

4

U

e#4

U目的基因
;4

U管家基因
$实验组 ;#4

U目的基因
;

4

U管家基因
$对照组)计算目的基因的表达倍数' 采

用1B11&<8% 软件对所得表达丰度数据进行单因

素方差分析#)I9D_F[ -,)5-$和 >QIPFI 氏多

重比较#EQ7UG:79P6E:FZGO6IO$">k%8%" 具有显

著性差异' 所有结果以平均值 a标准差#E9FI a

1>$表示'

$'结果

3

$

&)B&4R

$ W和B/)1暴露实验期间"各浓度

组均未发现实验鱼死亡现象"且在全过程中各暴

露组实验鱼与对照组相比无行为异常"细胞离体

暴露实验中"各暴露组细胞与对照组相比亦无显

著的形态差异"说明在实验浓度范围内 @ 种污染

物对条纹密鲈无可观测的急性毒性作用'

$"!#原代培养肝细胞形态与活力

倒置显微镜下观察"可见新鲜分离的原代肝

细胞呈圆形并呈分散状态' 培养 $@ L 后大部分

细胞贴壁"贴壁的肝细胞其形态上发生明显改

变"呈纤维细胞状"胞体变平变薄"体积略有增

大"致密粘附于培养板底部%@= L 后"细胞连接

成片状形成单层结构#图 &$' 预实验结果表明"

生长状况良好的肝细胞能维持一周左右"培养

到第 < 天"细胞活力开始下降"但不显著"从第 ?

天开始"细胞活力开始显著下降"直到第 &@ 天"

全部死亡'

图 !#条纹密鲈原代培养 &E A肝细胞# F$GG$

H5I"!#-85938J *<@4<8:A:C34?*J4:?>

!"#$%&'$($ 34&E A# F$GG$

$"$#条纹密鲈/01和
!

23*456序列分析

在线C7FOU结果显示"获得两条序列分别包含

有5ST或
!

DFPUGI 重要功能域"而且与相近鱼类

的同源性较高"说明克隆至载体上 >,-片段序

列是正确的"可以用于后续研究' 获得的 5ST

P>,-序列片段长 ! @<@ V:"全部处于编码区"编

码 & &"% 个氨基酸 #图 $ $ #T9ICFIf 登陆号!

T*?$?="$8&$' 获得的
!

DFPUGI P>,-序列片段

长 & $"! V:"编码 !?" 个氨基酸#图 !$#T9ICFIf

登陆号!T*!<!!@=8&$'

$"!#
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图 $#条纹密鲈/01部分*+()序列及推导出的氨基酸序列

方框标记用于基因克隆的引物序列"下划线标记用于实时定量B4+的引物序列"用阴影部分为标记多聚丝氨酸区域'

H5I"$#0A:C38453@*+()36==:=<*:=3956? 3*5=;:K<:6*:?>!"#$%&'$($%;/01

SL9V6\9R O9MQ9IP9OGIRGPFU9UL976PFUG6I 6HUL9:ZGE9ZOGOQO9R U6 J9I9P76IGIJ"UL9QIR9Z7GI9R O9MQ9IP9OGIRGPFU9UL976PFUG6I 6HUL9

:ZGE9ZOGOQO9R U6 FIF7[K9E+,-79Y97OV[ Z9F7DUGE9B4+"UL9:67[O9ZGI9R6EFGI GOGIRGPFU9R V[ OLFR98

%"!#
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# 期 梁'岳"等!条纹密鲈卵黄蛋白原基因的克隆与检测 ''

图 %#条纹密鲈
!

23*456部分*+()序列及推导出的氨基酸序列

方框标记用于基因克隆的引物序列"下划线标记用于实时定量B4+的引物序列'

H5I"%#0A:C38453@*+()36==:=<*:=3956? 3*5=;:K<:6*:?>!"#$%&'$($%;

!

23*456

SL9V6\9R O9MQ9IP9OGIRGPFU9UL976PFUG6I 6HUL9:ZGE9ZOQO9R U6 J9I9P76IGIJ"UL9QIR9Z7GI9R O9MQ9IP9OGIRGPFU9UL976PFUG6I 6HUL9:ZGE9ZO

GOQO9R U6 FIF7[K9E+,-79Y97OV[ Z9F7DUGE9B4+8

''利用 47QOUF7_ 程序将已发表的其它鱼类

5ST氨基酸序列进行多序列比对#图 @$'

从,4C0中蛋白质数据库中分别挑选不同种

类物种的5ST或
!

DFPUGI 氨基酸序列%<7!!包括

鲮&食蚊鱼&斑马鱼&红火蚁&蜜蜂&青蟹&蟾蜍&锦

龟&家鸡等 # 个序列%

!

="15')!包括鲮&斑马鱼&真

鲷&拟黑多刺蚁&青蟹&蟾蜍&家鸡&家牛&人等 # 个

序列"利用 ]3T-@8% 软件"分别分析这些序列

的同源性#表 $ 和表 !$"并构建进化树#图 " 和图

<$' 从<7!同源性分析来看"<7!在进化上并不

十分保守"不同物种之间差异较大"在所比较的 #

个物种中氨基酸序列的同源性为 $%d "̀#d'

与条纹密鲈同源性最高的是斑马鱼"为 "#d"鲮

次之"与家牛同源性最低的是蜜蜂"为 $%d' 从

进化树可以看出"所收集的物种的<7!起源于共

同的祖先"主要分为 ! 支"一支进化为甲壳动物"

蟹 # 4"00')/15/&&"+'?%&$% 一 支 进 化 为 昆 虫

#@-0/)-+&'&')6'15"":+'&#/00'(/."$%另一支进化为

脊椎动物"又为 ! 个不同的方向进化!一为两栖类

#*/)-+%&0"/6'&$和龟鳖类#4,.2&/#2&+'15"$%一

为鸟 类 # !"00%&;"00%&$% 还 有 一 个 为 鱼 类

# 4'..,')%&#-0'5-./00"" !"#$%&'" "((')'&" A")'-

./.'-"4-0'&" ("&1'"5"$"说明鱼类在长期的进化过

程中不仅亲缘关系较近"而且进化途径基本相同'

由构建的分子系统树可见"根据5ST基因序列获

得的分类结果与传统分类结果&系统发育演化基

本吻合' 从
!

DFPUGI同源性分析来看"

!

DFPUGI极度

保守"各物种之间的差异极小"从进化树来看"

!

D

&"!#
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FPUGI起源于共同的祖先"主要分为两支进化"一

支进化为节肢动物#4"00')/15/&&"+'?%&$"另一支

进化为脊椎动物"尽管如此"在比较的 # 个物种

中"从鱼类到昆虫"从鸟类到人类的氨基酸序列的

同源性均高达 ##d'

!

DFPUGI 的保守特性可能和

其为细胞骨架的关键基因有关'

图 &#条纹密鲈/01核苷酸序列和其它鱼类相应序列比较

比对鱼类为白鲈#9-.-)/"#/.'1")"$&隆头鱼#B"$.%&#'C5%&$&鲻#9%;'01/+,"0%&$和条纹石鲈#9-.-)/&"C"5'0'&$"T9ICFIf 登陆号

分别为--l&?@&"8&%-4̂ !<#<?8&%C-/<@=!"8& 和->l"?&?!8&' 相同&高度保守或中度保守分别用黑色"灰色和白色指示' 黑框

表示卵黄蛋白原功能域#脂蛋白 ,端$和多聚丝氨酸区域' 卵黄脂磷蛋白
"

"卵黄高磷蛋白#多聚丝氨酸区域$和卵黄脂磷蛋白
'

边界用黑色箭头标示"根据S),T等(&@)

'

H5I"&#)956? 3*5=;:K<:6*:3@5I69:64?>/01?>!"#$%&'$($ 36=?4A:8>5;A:;

/GOL9O!9-.-)/"#/.'1")""B"$.%&#'C5%&"9%;'01/+,"0%&FIR 9-.-)/&"C"5'0'&8T9IVFIf IQEV9Z"FZ9--l&?@&"8&%-4̂ !<#<?8&%

C-/<@=!"8& FIR ->l"?&?!8&"Z9O:9PUGY97[8SL9GR9IUGPF7"LGJL7[ P6IO9ZY9R FIR 79OOP6IO9ZY9R FEGI6 FPGR Z9OGRQ9OFZ9GIRGPFU9R V[

V7FPf"JZF["FIR mLGU9"Z9O:9PUGY97[85GU9776J9IGI R6EFGI#.G:6:Z6U9GI ,DU9ZEGIF7>6EFGI$FIR B67[O9ZGI9R6EFGI FZ9GIRGPFU9R V[ V7FPf

V6\8SL9V6QIRFZG9O6H:QUFUGY9OGJIF7:9:UGR9"7G:6YGU977GI

"

":L6OYGUGI#B67[O9ZGI9R6EFGI$"FIR 7G:6YGU977GI

'

"FZ9GIRGPFU9R V[ FZZ6mO

FPP6ZRGIJ U6 S),T/5"0

(&@)

8

'"!#
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# 期 梁'岳"等!条纹密鲈卵黄蛋白原基因的克隆与检测 ''

表 $#条纹密鲈与其它物种的/01氨基酸

序列的比较#同源性"相似性$

037"$#.?9C385;?6#L 5=:6454J"L ;595@3854J$?>

3956? 3*5=;:K<:6*:;>?8/01?>

!"#$%&'$($ M54A;?9:N6?M6;C:*5:;

物种

O:9PG9O

基因库

登录号

T9ICFIf I68

同源

性Ad

GR9IUGU[

相似

性Ad

OGEG7FZGU[

鲮 4'..,')%&#-0'5-./00" T*!$@!&!8& "" ?@

食蚊鱼 !"#$%&'" "((')'& -C&=&=!"8& "# ??

斑马鱼 A")'- ./.'- ,]n%%&%@@#&!8& "@ ?!

红火蚁 @-0/)-+&'&')6'15" -/"&$"$%8& $< @=

蜜蜂 :+'&#/00'(/." ,]n%%&%&&"?=8& $% !?

青蟹 4"00')/15/&&"+'?%& >g!&@?@=8& $! @$

蟾蜍 */)-+%&0"/6'& ,]n%%&&"#$=&8& @% <%

锦龟 4,.2&/#2&+'15" /(=$?&&#8$ !# <$

家鸡 !"00%&;"00%& >=#"@?8& !? "#

表 %#条纹密鲈与其它物种的
!

23*456氨基酸

序列的比较#同源性"相似性$

037"%#.?9C385;?6#L 5=:6454J"L ;595@3854J$?>

3956? 3*5=;:K<:6*:;>?8

!

23*456?>

!"#$%&'$($ M54A;?9:N6?M6;C:*5:;

物种

O:9PG9O

基因库

登录号

T9ICFIf ,68

同源

性Ad

GR9IUGU[

相似

性Ad

OGEG7FZGU[

鲮4'..,')%&#-0'5-./00" >g%%?@@<8& ## &%%

斑马鱼A")'- ./.'- -/%"?%@%8& ## &%%

真鲷 >";.%&#"D-. -C&##=#%8& ## &%%

拟黑多刺蚁

>-02.,"1,'&6'1')"

Tg=?%$#"8& ## ##

青蟹 4"00')/15/&&"+'?%& >g%=@%<<8& ## ##

蟾蜍 */)-+%&0"/6'& ,]n%%&%==#"!8& ## ##

家鸡!"00%&;"00%& .%=&<"8& ## ##

家牛E-&5"%.%& -h&@&#?%8& ## ##

人 F-#- &"+'/)& ,]n%%&&%&8! ## ##

$"%#污染物诱导/019'()的表达

熔解曲线显示"熔解温度均一"波峰单一"从

而排除了形成引物二聚体和非特异产物对结果带

来影响的可能"同时说明设计的引物有很好的特

异性"B4+反应条件合适'

活体实验''如图 ? 所示"在 3

$

和 )B实验

组"5STE+,-表达呈显著的剂量依赖效应"3

$

和)B诱导的最高表达倍数分别为 @!< 倍和 !#

倍' 在4R47

$

暴露组"仅 "%

$

JA.组有显著表达'

B/)1暴露组"各浓度均未见 5STE+,-表达的

显著差异'

离体实验''如图 = 所示"在 3

$

和 )B实验

组"与活体实验的结果相似"5STE+,-表达呈

显著的剂量依赖效应"但是"3

$

和 )B诱导的最高

表达倍数分别为 &&@ 倍和 !% 倍' 其变化趋势不

及活体实验' 4R

$ W和 B/)1暴露组"5STE+,-

表达均未见显著差异#>X%8%"$'

图 ,#根据条纹密鲈及其他 O 个物种

/01氨基酸序列构建的分子进化树

由]3T-@8% 软件 ,9GJLV6ZD(6GIGIJ 方法 & %%% V66UOUZF: 构

建' 所用序列见表 $'

H5I",#)CAJ@?I:6:45:48::?6/013956? 3*5=

;:K<:6*:;7:4M::6!"#$%&'$($ 36=?4A:8656:;C:*5:;

C[ UL9,9GJLV6ZD(6GIGIJ E9UL6R mGUL & %%% V66UOUZF: UZGF7OV[ UL9

]3T-@8% :Z6JZFE8SL9O9MQ9IP9OQO9R FZ9OL6mI GI SFV8$8

图 D#根据条纹密鲈及其他 O 个物种
!

23*456

氨基酸序列构建的分子进化树

由]3T-@8% 软件 ,9GJLV6ZD(6GIGIJ 方法 & %%% V66UOUZF: 构建'

所用序列见表 !'

H5I"D#)CAJ@?I:6:45:48::?6

!

23*4563956? 3*5=

;:K<:6*:;7:4M::6!"#$%&'$($ 36=?4A:8656:;C:*5:;

C[ UL9,9GJLV6ZD(6GIGIJ E9UL6R mGUL & %%% V66UOUZF: UZGF7OV[ UL9

]3T-@8% :Z6JZFE8SL9O9MQ9IP9OQO9R FZ9OL6mI GI SFV8!8

("!#
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图 P#荧光定量-.'分析暴露于Q

$

&R-&.=

$ S和-HRT的雄鱼的/019'()表达

基因表达水平为与对照比较的相对E+,-表达' 数据结果表示为来自 < 条鱼的 ! 次重复的平均值"误差线为标准差"+

"

,表示与

对照比较差异显著#>k%8%"$'

H5I"P#':3@2459:K<36454345U:'02-.'363@J;:;?>9'():BC8:;;5?6?>/01>8?9*?648?@36=

Q

$

"R-".=

$ S

36=-HRT2:BC?;:=93@:>5;A

T9I99\:Z9OOG6I 79Y97OZ9:Z9O9IUUL9Z97FUGY9E+,-9\:Z9OOG6I P6E:FZ9R U6 P6IUZ67O8SL9Z9OQ7UOOL6mUL9E9FIO6HUL9ULZ99Z9:7GPFU9O

HZ6EOG\ GIRGYGRQF7HGOL"FIR UL99ZZ6ZVFZOGIRGPFU9OUFIRFZR R9YGFUG6IO%

"

>k%8%" GIRGPFU9OGJIGHGPFIURGHH9Z9IP9OV9Um99I UL9P6IUZ67OFIR

P6ZZ9O:6IRGIJ 9\:6OQZ9JZ6Q:O8

图 E#荧光定量-.'分析暴露于Q

$

&R-&.=.@

$

和-HRT的雄鱼原代培养肝细胞的/019'()表达

基因表达水平为与对照比较的相对E+,-表达' 数据结果表示为来自 < 条鱼的 ! 个重复的平均值"误差线为标准差"+

"

,表示与

对照比较差异显著#>k%8%"$'

H5I"E#':3@2459:K<36454345U:'02-.'363@J;:;?>9'():BC8:;;5?6?>/01>8?9*?648?@36=Q

$

"

R-".=

$ S

36=-HRT2:BC?;:=C85938J *<@4<8:@5U:8*:@@

T9I99\:Z9OOG6I 79Y97OZ9:Z9O9IUUL9Z97FUGY9E+,-9\:Z9OOG6I P6E:FZ9R U6 P6IUZ67O8SL9Z9OQ7UOOL6mUL9E9FIO6HUL9ULZ99Z9:7GPFU9O

HZ6EOG\ GIRGYGRQF7HGOL"FIR UL99ZZ6ZVFZOGIRGPFU9OUFIRFZR R9YGFUG6IO%

"

>k%8%" GIRGPFU9OGJIGHGPFIURGHH9Z9IP9OV9Um99I UL9P6IUZ67OFIR

P6ZZ9O:6IRGIJ 9\:6OQZ9JZ6Q:O8
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# 期 梁'岳"等!条纹密鲈卵黄蛋白原基因的克隆与检测 ''

!'讨论

本实验中"作者建立了一个成功的条纹密鲈

原代肝细胞培养方法' 该方法操作简单"容易上

手"不需要大量摸索条件' 生长状况良好的肝细

胞能维持一周左右' 但是培养到第 # 天"细胞活

力显著下降' 到第 &@ 天左右细胞基本全部死亡'

可能的原因是专为哺乳类设计的培养基并不能完

全适用于鱼类细胞培养"而目前专为鱼类设计的

培养基还非常少' 另外"肝细胞作为一种高度分

化的上皮细胞"在缺乏体内条件下各种激素或生

长因子的调控"其增殖能力有限' 因而"本方法培

养的细胞适用于时间少于 ? R 的急性毒理研究'

外源物质对细胞刺激时间对基因表达有重要影

响(&")

"考虑到细胞活力与效率等因素"体外实验

选择 @ R作为细胞暴露时间较合适'

关于卵黄蛋白原基因序列的研究是随着近年

分子生物技术的飞速发展才开始出现了较大的进

展' 目前卵生动物中"软体动物"节肢动物"鱼类&

鸟类&两栖类和爬行类以及圆口纲七鳃鳗的卵黄

蛋白原都有报道(&<)

' 由于卵黄蛋白原的氨基酸

序列的不同"功能域进化速率差异较大"既有进化

较快的部分"亦有高度保守"进化极慢的序列' 因

此"序列在种间显示出较大的分歧度"同时在高级

分类阶元间也表现出良好的分辨率' 在系统进化

分析中"卵黄蛋白原的进化速度较快"序列可以很

好地用于进化关系较近的物种系统进化研究' 而

对于进化关系较远的物种"序列中的高度保守区

域可以用来进行系统进化的比较分析(&?)

' 因此"

5ST可以作为用于系统发育分析的分子标记'

3

$

在雌性动物生长&发育"尤其在性发育&性

调节和生殖行为等多方面起到了重要的作用' 3

$

的诱导常常被用作5ST诱导实验的阳性对照"这

是因为3

$

为天然雌激素亦是雌激素活性最强的

雌激素之一' 3

$

能够诱导卵生动物5ST的产生"

主要是由于 3

$

可以与肝脏中的雌激素受体

#9OUZ6J9I Z9P9:U6Z"3+$结合"形成受体蛋白复合

物进入到细胞核中"结合到染色体上使5ST基因

转录并表达(&=)

' )B是烷基酚类化合物中有代表

性的环境污染物"目前已有的雌激素效应评估研

究普遍认为"辛基酚是雌激素效应最强的烷基酚

类化合物(&#)

")B主要通过雌激素受体途径来影

响机体的生殖与发育($%)

"推测 )B的雌激素效应

可能和雌二醇的雌激素效应机理相同'

4R

$ W是环境污染中最危险的重金属毒物之

一"其对机体的毒性作用在活体和离体试验中都

已充分证实"但其是否具有雌激素效应"仍有争

议' l23,T等($&)的研究发现"&

$

JA.的 4R

$ W

就能显著上调多齿围沙蚕 #>/.')/./'&)%)5'"$

5ST基因表达"而且呈剂量依赖效应' 2_-,T

等($$)发现 &%%

$

JA.的 4R

$ W能诱导矮小拟镖剑

水蚤#>"."1210-+')" )")"$5STE+,-表达"并

呈时间依赖效应' 然而"另外的研究人员则发现

4R

$ W能抑制5ST的合成' 2_-,T等($!)的研究

表 明 $%%

$

JA. 的 4R 能 显 著 抑 制 虹 鳟

#3)1-.,2)1,%&#2G'&&$肝细胞在雌激素诱导下的

5STE+,-表达"但其抑制机理可能与金属铝不

一样' 1-,>3+1等($@)发现 "% "̀%%

$

JA.的硫

化 镉 # 4R1$ 均 未 能 诱 导 无 鳞 甲 三 刺 鱼

#!"&5/.-&5/%&"1%0/"5%&$的5ST的合成' 而有些

学者发现"在急性刺激情况下"4R

$ W暴露能抑制

5ST合成($")

%而低剂量长期暴露却能诱导 5ST

合成"认为 5ST具有抵抗 4R

$ W毒性的功能($<)

'

本实验中仅在活体实验中的 "%

$

JA.暴露组的

5STE+,-表达和对照组比较差异显著"而相同

浓度下"离体实验组各个浓度暴露组的 5ST

E+,-表达均无差异#>X%8%"$' 这说明 4R 具

有轻微的雌激素效应"但其机理和雌二醇可能不

一样"推测 4R 的雌激素效应需要肝细胞外的因

素参与' 4R 和 5ST可能存在着有趣的博弈关

系"4R能通过损害细胞生理功能来抑制 5ST合

成过程"而 4R 的低剂量暴露能激发肝细胞合成

5ST的免疫应答"5ST的存在能降低 4R 对机体

的毒性作用'

B/)1是近年来引起学者密切关注的持久性

有机污染物' 有研究报道"B/)1具有雌激素活

性($? ;$#)

"但本实验中"活体和离体暴露组均未见

5STE+,-的显著表达' 因此推测"B/)1作为

一种非常稳定的化合物"本身毒性极低"其对机体

的负面影响主要因为其具有难降解性&生物蓄积

性和沿食物链在生物体内富集作用' 因为 B/)1

的急性毒性极低"短时间的暴露"可能未能在体内

积累足够可引起机体发生异常的量'

本实验中"活体和离体实验的结果比较来看"

变化趋势基本吻合"但离体实验的变化幅度要显

著小于活体实验"可能是因为体外培养的肝细胞

)"!#
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活力不及体内实验的肝细胞"随着培养时间的推

移"活力不断降低的情况下"细胞合成 E+,-和

分泌蛋白质的能力都会大大下降'
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