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摘要! 为了建立以?)%&GI@,-为探针的水环境毒理学细胞模型!以
+

<萘黄酮$d,/%作为

诱导剂!通过半定量B4+技术研究 ?)%&G在草鱼不同细胞系及其对应组织中的诱导表达情

况# 在半定量 B4+反应参数研究中!对关键的退火温度和循环次数进行了优化!结果显示退

火温度为 =? `!循环次数为 !% 次较为合适!该条件下bG9KK迹量的?)%&GLG?-比值能更准

确的反映?)%&G的表达水平# 对照组和诱导组草鱼细胞中 -4D和 ?)%&GI@,-扩增结果

表明!细胞中?)%&G的基础表达量较低!而d,/诱导使b4."40e和4)细胞中?)%&G的表

达水平得到显著的提高# b4."40e和4)细胞三者之间诱导后 ?)%&G的表达水平有显著差

异$%R%8%=%!诱导表达量大小顺序为 b4.S40eS4)# 草鱼细胞系的相应组织中 G?-和

?)%&GI@,-扩增以及电泳的结果与细胞中较为相似!组织中?)%&G诱导表达量大小顺序也

与相应的细胞相同'肝S肾S卵巢# 比较分析的结果表明!?)%&G在体内与体外的诱导表达

水平具有一定的相关性#

关键词! 草鱼& 细胞& ?)%&G& I@,-& 诱导

中图分类号! U?C#& 1>&?'''''''文献标识码'-

''细胞色素 B"=% 酶系"IMW6IJO6F;B"=%!简

称 4ZB或 B"=%#是参与药物与环境等化学物质

体内生物转化的主要药物代谢酶!4ZB&-则属

于 4ZB超家族中非常重要的一个亚家族!它已

成为水环境毒理学研究领域的一个热点*

4ZB&-主要参与多环芳香烃"B-2K#和芳香胺

类化合物的代谢!在正常鱼体组织中的浓度很

低!但在某些外来化学物质特别是 B-2K的诱导

下!它的活性异常增高* 进一步研究发现!这主

要是由于 ?)%&G基因的表达被 B-2K等诱导剂

高度诱导!其表达水平以几何级数增加* 正因

如此!鱼类 ?)%&G基因的表达水平已被作为水

体环境中特定污染物的监测指标(& <")

* 4ZB&-

诱导情况的评价可以通过多种方法实现!在酶

活水平可以检测乙氧异吩唑酮 <)<脱乙基

酶"3+)@#活性的变化(! <=)

!在蛋白水平可以利

用免疫组化+3.01-和 ^;KW;O:印迹等手段(&!#)

!

在 F+,-水平可以采用狭孔印迹+,6OWJ;O: 或

者定 量 B4+" k9G:WHWH\;B4+! UEB4+# 等 技

术(? <&$)

* 在这些方法中定量 B4+技术最为敏

感!目前已被大量运用于鲑鳟等鱼类的药酶诱

导研究中(C <&&)

*

定量 B4+分外标法和内标法!内标法包括

竞争性和非竞争性 B4+等* 非竞争性 B4+也

称为半定量 B4+!它是通过目的基因与内参物

B4+产物的相对比值来定量* 本实验采用
+

<

肌动蛋白"

!

8*2$46!-4D#基因作为定量 B4+的

内参物!在对草鱼 "?$16.=3*#;6@.C.6 4C17795#

?)%&G和 G?-I@,-片段分别克隆和鉴定基础

之上(&$)

!通过半定量 B4+技术研究 ?)%&G基

因在草鱼不同细胞中的基础和诱导表达情况!

并与细胞相应的来源组织进行比较!从而为进

一步建立以 ?)%&GI@,-为探针的水环境毒理

学细胞模型奠定基础*
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&'材料与方法

&'&(主要试剂

DOHa67试剂为 0:\HWO6];: 公司产品! @,-

XGOf;O@.$%%% 为 DGeG+G公司产品!-*F @,-

聚合酶+T,DBK++,GKH:+@3B4和 X)B1等购自

上海鼎国公司!/HOKW1WOG:T I@,-1M:WJ;KHKeHW

"XX.5# 为 BO6F;]G公司产品!

+

<萘黄酮

"d,/#为/79fG公司产品*

&')(细胞系的诱导

实验用草鱼肝细胞 b4.+肾细胞 40e+囊胚

细胞b4d+吻端成纤维细胞B1/+卵巢细胞4)等

均为农业部渔业动植物病原库"-B44X-#保藏

物* 培养基为 >%iX&>> l&%i,d1!培养条件为

$C `+=i 4)

$

* 各细胞系和囊胚分别以 =

!

F67A

.d,/"溶解于 %8%&i @X1)#诱导 ?$ J 后(")

!

检测 ?)%&G的表达水平!设 ! 个重复!以溶剂处

理为空白对照组*

&'!(鱼体内的诱导

草鱼在连续 ! T 的时间内每天腹腔注射 =

F]Af]体重的 d,/"以玉米油溶解#后(&!)

!提取

与上述细胞系相对应的来源组织的总 +,-!检测

?)%&G的表达水平!设 ! 个重复!以溶剂处理为

空白对照组*

&'+(引物设计

以BOHF;OBO;FH;O=8% 软件设计 ?)%&G和

G?-I@,-片段的特异性扩增引物(&$)

!其中

?)%&G的上游引物为 =oE-4--4-D44b-b-4E

-D4-4-E!o!下游引物为 =oEDD44-4-bDD4DbE

bbD4-E!o'G?-的上游引物为 =oED4bbD-DbbE

b-4-b--bbE!o!下游引物为 =oEbD4-b4--DE

b44-bbbD-E!o* 引物由上海华冠生物公司

合成*

&',(总*$%的提取

采用DOHa67法(&$)提取草鱼肝组织总+,-!通

过紫外分光光度计测 $#% :F和 $C% :F处的吸收

值!检测+,-的产量和纯度*

&'Q("#$%的扩增与电泳

根据XX.5产品说明书合成I@,-第一链!

以此为模板进行 B4+扩增* B4+反应体系总体

积 $=

!

.!包含 &%% :] I@,-模板!$%% :] B4+引

物!&*-*F @,-聚合酶!$%%

!

F67A.T,DBK等*

B4+反应在3QQ;:T6ONB4+仪上进行!首先 >" `

预变性 $ FH:!之后以 >" `变性 !% K+== `退火

!% K+?$ `延伸 & FH: 的程序循环 != 次!最后

?$ `再延伸 &% FH:* 以上扩增完成后!取 =

!

.

反应产物!在 &i的琼脂糖凝胶上以 " 5AIF恒定

电压进行电泳检测*

&'R(扩增产物电泳条带的定量分析

利用U9G:WHWM ):;"8= 软件对扩增产物电泳

条带进行定量分析!以 bG9KK建模的光密度分布

曲线下面积"bG9KK迹量#分别表示条带中?)%&G

和G?-I@,-的相对含量!再通过 ?)%&GLG?-

的比值对 ?)%&G的表达水平进行相对定量* 不

同细胞或组织中 ?)%&G相对表达量利用 1B11

&&8= 软件进行差异显著性分析*

$'结果

)'&(半定量-.*条件优化

分别以特异性引物扩增可得到预期大小的草

鱼?)%&G""!> PQ#和G?-"C%% PQ#I@,-片断!对

这两个I@,-序列分别进行克隆和鉴定(&$)

!并提

交b;:dG:f 获得登录号 @U$&&%>= 和 @U$&&%>#*

在此基础上对半定量B4+条件进行优化!实验结

果表明!退火温度为 =? `较为合适!该条件下扩

增产物的电泳条带清晰+明亮"图 &#'B4+循环次

数则以 !% 个循环为宜!此时 ?)%&G和 G?-均处

于指数扩增期!而 != 个循环时二者扩增产物已处

于饱和状态!扩增平台的出现使目的序列对内参

物的B4+产物的比值与初始数目不再成比例!

?)%&GLG?-的bG9KK迹量比值也就不能准确反

映?)%&G的表达水平"图 $#*

图 &(不同退火温度下草鱼%;7&<和<%="#$%的扩增产物

G8E'&(%;BD8=8"3@891B<9?:"@9=%;7&<31?<%="#$%31103D81E 3@?8==0<01@@0;B0<3@:<0

#)#
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<萘黄酮对?)%&G基因表达的诱导 ''

图 )(不同-.*循环次数扩增的草鱼%;7&<和<%="#$%扩增产物

G8E')(%;BD8=8"3@891B<9?:"@9=%;7&<31?<%="#$%3=@0<?8==0<01@-.*"C"D07

)')(草鱼不同细胞系中%;7&<基因的基础和诱

导表达

草鱼各细胞系中 ?)%&G和 G?-I@,-扩增

结果表明!不论是对照组还是诱导组!G?-在不

同细胞中的表达均较为恒定!而?)%&G在不同细

胞中基础和诱导表达的水平均有所不同"图 !#*

?)%&G在对照组40e+b4d+B1/和4)细胞中的

表达量太低以至无法检测!但经过诱导后 40e和

4)细胞扩增产物的电泳图谱均有明显的条带出

现* b4.细胞中 ?)%&G基础表达水平较高!而

d,/诱导后表达量极显著提高"%R%8%&#!为基

础水平的 "8&? 倍* b4.+40e和 4)细胞诱导后

?)%&G的表达水平三者之间有显著差异 "%R

%8%=#!诱导表达量大小顺序为b4.S40eS4)*

图 !(对照组和2$G诱导组草鱼细胞系中%;7&<和<%="#$%的扩增产物

G8E'!(%;BD8=8"3@891B<9?:"@9=%;7&<31?<%="#$%=<9;"91@<9D31?2$GH@<03@0?E<377"3<B"0DDD8107

)'!(草鱼不同组织中%;7&<基因的基础和诱导

表达

选取上述草鱼细胞系的相应组织!比较研究

?)%&G在体外培养细胞与组织中的表达差异!结

果表明!各组织中?)%&G和G?-I@,-扩增以及

电泳的结果与细胞中较为相似!对照组中各组织

?)%&G的基础表达量也很低!而在诱导组肝+肾+

卵巢等组织中 ?)%&G的表达量均得到了明显的

提高!组织中?)%&G诱导表达量大小顺序与相应

的细胞相同$肝 S肾 S卵巢"图 "#* 定量分析结

果表明!?)%&G在体内与体外的表达水平具有一

定的相关性*

!'讨论

自从 37I6FP;等(&") 率先报道虹鳟 "062.#8

3;62395";B455#肝4ZB依赖型单加氧酶的诱导和

鉴定!就有较多研究表明苯巴比妥+多氯联苯+苯并

芘+萘黄酮+二英+多氯氧芴+! <甲基胆蒽等芳香

烃化合物能诱导鱼类 4ZB相关的单加氧酶活

性(& <$%)

* B-2K化合物如
+

<萘黄酮对 ?)%&G基

因表达和酶活性的诱导能力极强!而研究表明化学

物质对4ZB&-的诱导能力越大!则往往意味着具

有更大的生态毒性!这也使得4ZB&-表达量可以

作为评价环境污染物的生物标记(&=)

*

()#
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图 +(对照组和2$G诱导组草鱼组织中%;7&<和<%="#$%的扩增产物

G8E'+(%;BD8=8"3@891B<9?:"@9=%;7&<31?<%="#$%=<9;"91@<9D

31?2$GH@<03@0?E<377"3<B@877:07

?)%&G被B-2K化合物诱导的机制主要是诱导剂

与细胞内的芳香烃受体"-J+#结合!刺激 F+,-

的转录!从而使粗面内质网内4ZB含量增加或活

性增强(#)

* 笔者对草鱼 b4.+40e和 4)细胞的

4ZB含量和3+)@酶活检测的结果表明"文中未

列#

(&$)

!d,/诱导 4ZB&-基因表达量升高的同

时!也导致了4ZB的相对含量以及 4ZB&-依赖

的3+)@酶活性在不同程度上相应的提高!这也

侧面应证了B-2K等化合物诱导的机制*

许多文献报道表明鱼类肝+肾+鳃等组织中

4ZB含量或酶活较高!而另外一些证据表明来

源于这些组织的原代或建系细胞的 4ZB含量和

酶活与之有一定的相关性(&= <&?)

!本文的研究结

果也显示草鱼细胞系 ?)%&G基因的基础和诱导

表达与来源组织均具有一定程度的相关性* 国

内外对鱼类 4ZB基因和酶活性研究以体内试验

居多(& <!!? <&%)

!但是目前!鱼类细胞也已开始作

为毒理学研究和环境污染物评估的一种有效工

具("!=!&= <$%)

* 1GTGO等(&&)以虹鳟原代培养的肝细

胞研究了苯巴比妥对 4ZB&-的诱导情况!

B;K6:;:等(&?)则进一步比较了幼鳟原代肝细胞

和卵黄囊鱼苗中多氯萘对 4ZB&-酶活性的调

控!万小琼等(&C)也利用原代培养的草鱼肝细胞

对环境剧毒物质二英的毒性效应进行了评

价* 原代细胞容易获取!而且相对于传代细胞

而言更多地保留了来源器官的生化反应特性!

但原代细胞也有其欠缺性!如不能保证各批次

细胞的均一性!不能稳定的传承下来!因此寻找

诱导敏感的永久性细胞系作为技术平台成为了

4ZB研究的热点之一* -If;OFG:: 等(&>)利用鱼

类细胞系 B.24E& 和 +DbE$ 检测了不同培养基

对测定细胞毒性和 4ZB活性的影响!-OG9g6

等($%)利用虹鳟 "+DbE$ # 和云斑 "G"149#95

61D97.595#"dd#细胞系进行苯并芘毒性研究!

/;:W

(&#)则全面性地评价了鱼类细胞"B.24E&#

在生态毒理学研究中的多用途,,,评价化学和

环境样品的细胞毒性+4ZB&-诱导效能以及雌

激素活性等* 与体内研究相比!在药物代谢酶

研究中运用鱼类细胞!具有许多优点$"&# 细胞

的均一性好!在遗传上极为相似'"$# 药物与细

胞直接接触!可较迅速获得结果'"!# 可结合多

种技术方法测知药物效应'""# 比用活鱼更经

济+更方便*

草鱼是我国%四大家鱼&之一!是非常有代表

性的鲤科鱼!目前国内已建成多株草鱼细胞系!仅

农业部渔业动植物病原库保存的 b4d+B1/+4)+

b4.+40e等细胞可供筛选* 此外!笔者已利用

?)%&GF+,-诱导前后的差异表达!对草鱼

?)%&GI@,-片段进行了克隆和鉴定(&$)

* 本文

的研究结果表明!利用代谢活性强且诱导敏感的

草鱼肝细胞系!以草鱼 ?)%&GI@,-片段为探

针!可以快速+灵敏的检测外源化合物的诱导效

能* 下一步将以此建立水产动物细胞模型!开展

渔药药理学和环境污染物生态毒理学等方面的研

))#
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究工作*
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