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摘要! 为研究 10

$

7甲基睾酮"10

$

79?G=N0G?;G/;G?F/3!HD#对生长发育期间的雌性食蚊鱼形态雄

性化及目标基因表达的影响!并探讨臀鳍雄激素受体基因";<

"

#9$%&表达水平作为监测养

殖水体雄激素类污染物的有效生物学标记的可行性!使用浸浴法以 317$7$73 和 733 39/05'9

个 HD浓度为雌性食蚊鱼幼鱼染毒!设置对照组和平行组!暴露实验持续 21 @!定量测定了幼

鱼体长"8'#$体质量"8W#$身体健康指数"-(#以及臀鳍第 / 鳍条长度"('#$分节数"(!#和

最宽处宽度"(W#';<

"

9$%&的表达水平& 结果显示(与对照组相比!雌性幼鱼暴露 21 @ 后

8'$-(均没有显著变化!只有高浓度组"73 和 733 39/05'#食蚊鱼的 8W 有显著下降"=A

3137#'雌性幼鱼臀鳍第 / 鳍条 (!显著增加!('随之延长!并且 (W 也出现显著增宽 "=A

3137#'雌性幼鱼暴露于 HD21 @ 之后!;<

"

9$%&表达水平呈现与剂量相关的上升 "=A

3137#& HD的雄激素效应明显!导致雌鱼在生长发育过程中出现形态雄性化' ;<

"

基因

9$%&表达水平可作为监测养殖水体雄激素类污染物有效的生物标记&

关键词! 食蚊鱼' 10

$

7甲基睾酮' ;<

"

基因' 形态雄性化' 雌性幼鱼

中图分类号! I086' *;101944444444 文献标志码(&

44如今"生活在造纸废水排污口下游水域的食蚊

鱼出现了高比率的雄性化个体"这表明造纸废水排

出的水体中含有雄激素活性的物质
&1 59'

( 但是"造

纸厂废水流入的水体不是唯一含有这些雄激素活

性物质的地方"在城市污水水体中也检测出这些化

合物( 对北京的 0 个污水处理厂水体研究表明"在

所有进厂水中雄激素类物质占所有激素类物质的

比例高达 ;6E"而在出厂水体中"雄激素类物质占

所有激素类物质的比例仍能达到 63E"其次是孕激

素类达 29E和雌激素类达 16E

&7'

(

雄激素类物质#天然与合成$是一类典型的内

分泌干扰物
&6 50'

( 环境雄激素主要包括天然雄激

素与 合 成 雄 激 素( 天 然 雄 激 素 包 括 睾 酮

#G?;G/;G?F/3?$以及其衍生物雄酮 #23@F/;G?F/3?$)

雄烯二酮#23@F/;G?3?@:/3?$等( 环境雄激素干扰

水生生物正常的内分泌系统"引起某些水生生物雄

性比例偏高)雌鱼出现雄性第二性征)生长卵精巢)

卵黄蛋白原的诱导受抑制)生殖能力下降
&8 513'

"还

会引起哺乳动物出现雄性化特征
&11 51/'

"雄激素类

物质在环境介质间的迁移扩大了环境雄激素的污

染范围"将可能对生态环境构成严重威胁( 因此"

开展环境雄激素类物质对水生动物的生态毒理方

面的研究十分必要(

10

$

7甲基睾酮 #10

$

79?G=N0G?;G/;G?F/3"HD$"

又名甲基睾丸素或甲基睾丸酮"是一种人工合成

的白色或乳白色的结晶性粉末状的雄性激素"作

为激素的替代品"它能促进雄性性器官发育成熟

和第二性征的形成和维持( 早在 23 世纪 03 年

代"许多学者就开始对 HD进行深入的研究"已经

证明"不同浓度的 HD对不同鱼类有不同的生物

学效应
&19'

( 低浓度 HD可促进鱼类生长"然而高

浓度 HD则导致鱼类的畸形和死亡
&17'

( 近年关
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于该化合物内分泌干扰效应的研究结果还发现"

HD能改变鱼类的性别"导致雌鱼雄性化
&16'

(

食蚊鱼#>$8?(&'$ $@@','&$原产于北美洲"属

!

形 目 # -NKF:3/@/3G:T/F9?;$" 胎
!

科

#6/?A:0::@2?$"食蚊鱼属 #>$8?(&'$$( 食蚊鱼两

性性状明显"雄鱼具有的*交配足+由臀鳍特化形

成"在与雌鱼交配时由其将精子输入雌鱼体内"受

精卵在体内发育成仔鱼产出"为卵胎生鱼类( 食

蚊鱼的入侵性非常强"其体形小)食性杂)繁殖周

期短"产仔量大"对其所在的生态系统具有关键的

生物效应
&10'

( 食蚊鱼已经广泛分布在华南地区

淡水水域"其对温度和盐度的变化有较强的适应

能力"由于容易捕捞和实验室驯养"目前已被广泛

用于生物指示实验动物
&18'

(

本研究根据实验室建立的鱼类实验动物和环

境内分泌干扰物的慢性毒性检测方法"模拟自然环

境"对人工合成的化学物质 10

$

7甲基睾酮进行内分

泌效应和慢性毒性生物测试"及其对鱼类形态雄性

化转变的影响( 通过人工诱导的方式"在实验室条

件下"将性未成熟的雌鱼幼体暴露在含有 10

$

7甲基

睾酮的水体中"测量和记录其在生长发育过程中臀

鳍形态学发生的变化)臀鳍鳍条雄激素受体基因

;<

"

9$%&表达水平"在组织形态学水平和分子

水平上选择适当的生物标志物"积累基础性实验数

据"探讨食蚊鱼第二性征变化作为监测水环境雄激

素物质污染的有效生物学标记的可能性(

14材料与方法

&'&(化学试剂

暴露试剂4410

$

7甲基睾酮 #HD$购自 4F1

,=G?3G/FT?F公司( 由于其在水中的溶解度极低"

因此需要用高纯度的二甲 基亚 砜 # @:9?G=N0

;>0T/S:@?"4H*";;18E";:M92$配制成保存液(

4H*"在本实验中用作对照"先前的预实验已证

明其对实验结果没有明显的影响(

分子试剂44$%&:;/ 60>;#D2C2$2"420:23"

-=:32$"432;?#$I1 $32;?7(F??4%2;?"6F/9?M2"

H2@:;/3"W)"#*&$"D2C2$2(:F;G*GF23@ A4%&

*N3G=?;:;C:G# D2C2$2" 420:23" -=:32$" *Y8$

6F?9:S ,S A$B C:G#D2C2$2"420:23"-=:32$(

&'!(实验用鱼

食蚊鱼幼鱼于 2311 年 7 月采自广州市华南

师范大学石牌校区水塘"该水塘已被检测证明没

有受雌)雄激素类物质污染( 食蚊鱼幼鱼在水族

箱驯养一周( 雄性食蚊鱼通常在产出后 93 @ 接

近性成熟"雌性个体在产出后 97 =73 @ 达到性成

熟
&1;'

( 雄鱼平均体长 /7 99"具有生殖鳍#交配

足$"鳍上具钩的为性成熟个体"不具钩的为性未

成熟的个体 #雄性幼鱼$( 雌鱼个体较大"体长

/7 =63 99"不具生殖鳍结构"具有胎斑的为性成

熟的怀妊个体"不具胎斑的为雌性幼体( 本实验选

取已发生性别分化的雌性幼鱼作为实验动物( 食

蚊鱼产出 18 @ 后可以区分出雌)雄个体"将挑选出

的雌性幼鱼投放在实验鱼缸中"0 @ 适应期稳定后

使每个实验鱼缸保持 27 尾实验鱼( 实验鱼随机从

实验鱼缸中取出"最终每个浓度组鱼缸投入 73 尾(

&'*(实验设计

设置 317)7)73 和 733 39/05'HD实验组和

空白对照组"另设 4H*"#3131E"CDC$控制组"

所有实验都设一个平行组( 将实验鱼#产出后大

约 27 @$分别投入容积为 13 '的大鱼缸中进行暴

露实验"采用静水更新的实验模式( 因为激素容

易降解"实验药液每天更换一次"以保持稳定( 实

验期间"食蚊鱼生活在经过曝气的自来水"水温维

持在#27 B2$L"光周期为 19 =C13 = 昼夜( 每天

喂食 2 次"分别在 13!33 和 16!33"所用鱼饵购自

广州花鸟鱼市场"经过检测已被证明未含雌)雄激

素类物质
&23'

( 暴露时间持续 21 @(

&';(制样方法

实验结束"捞取实验鱼进行麻醉处理( 分别

测定其标准体长#8'"99$和体质量#8W"9M$"

身体健康指数按以下公式计算!#E#E$ >

:F

:G

<

133( 用于做臀鳍 ;<

"

9$%&表达的个体其臀鳍

条部位需要先拍照"以便统计臀鳍条的长度

#('$)分节数 #(!$)最宽处宽度 #(W$等指标(

实验鱼骨骼标本制作用 1EC"+进行处理( 每

浓度组捞取 6 条实验鱼进行分子生物学实验"使

用剪刀剪断头部脊柱的方法处理( 实验鱼臀鳍被

迅速 取 出 装 入 冷 冻 管 # &SNM?3" )3A1" *:0:A/3

.200?N"#*&$ 中"立即投入液氮罐"最后放入

583 L的超低温冰箱之中以备使用(

&'<()$%提取和反转录

引物设计44登陆 %-8)网站"找到食蚊鱼的

;<

"

A4%&的序列"利用 6F:9?F/ 软件 # =GGK!

!

TF/@/17U:19:G1?@>5$"由生物工程 #上海$公司合

31
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成所需要的引物( 本研究相关基因扩增引物名称

及其序列见表 1(

表 &(用于分离食蚊鱼 #$

!

部分 "#$%片段

以及相关表达量的 #$%引物序列

+,-'&(#$%32M42C"2376D/012/3432587 037B,82

#$

!

D,/80,B"#$%6/,@12C83,C5M4,C806: 8920/

/2B,80E22HD/23307C0C%&'(()*)+

基因 M?3? 引物序列 KF:9?F;?Q>?3A?

;:2;7677 (47P7-&&-D-DBBDB-BDDDD-DDD-D7/P

;<

"

$47P7&DBD&-DB&B-&BB-&B-B&&B7/P

;:182//3 (47P7-BDB&---&D&D-BBDD-&&B7/P

!

3$!)', $47P7&B&DB&&-DBD--BBDBDBB&7/P

44$%&制备44将臀鳍条研磨成粉末"加入约

1 9'的 );/K0>;$%&# $%&:;/ 60>;$ 提 取 液

#D2C2$2$进行总 $%&提取( $%&提取后进行

基因组 4%&的去除"并检测 $%&浓度及其完整

性"保证 ;

263

5;

283

的比值在 118 =211#D2C2$2$(

$%&反 转 录 成 A4%&4 4 本 实 验 使 用

D2C2$2-/@?!4$$3/0 6F:9?*AF:KG

DH

$DF?2M?3G;

C:G#6?FT?AG$?20D:9?$产品( $D反应液配置如

下!7 <6F:9?*AF:KG8>TT?F#2

#

'$"6F:9?*AF:KG$D

,3ZN9?H:S )# 317

#

'$" $23@/9 6 9?F;# 133

#

9/05'$#317

#

'$""0:M/ @D6F:9?F#73

#

9/05'$

#317

#

'$"D/G20$%&#1

#

'$"$%2;?(F??@+

2

"

#717

#

'$"D/G20#13

#

'$( 反转录反应条件如下!

/0 L 17 9:3#A4%&合成$"87 L 7 ;#酶失活$(

&'=(实时荧光定量

本实验使用 D2C2$2-/@?!4$$381&*Y8$

%

6F?9:S ,S A$B

DH

))#6?FT?AG$?20D:9?$产品( 6-$

反应液配置如下!*Y8$

%

6F?9:S ,S A$B

DH

))#2 <$

1313

#

'"6-$ (/FU2F@ 6F:9?F# 13

#

9/05'$ 318

#

'"6-$$?J?F;?6F:9?F#13

#

9/05'$318

#

'"$"X

$?T?F?3A?;4N?#73 <$ /F$"X $?T?F?3A?;4N?))

#73 <$ 319

#

'"A4%&模板 213

#

'"@+

2

"#灭菌

水$613

#

'"D/G202313

#

'( 按照两步法 6-$扩增

标准程序进行 $D6-$反应(

$D6-$扩增结果数据的处理采用相对定量

法"内参基因选用
!

3$!)',( 通过标准曲线对对照

样品)待测样品的目的基因及管家基因进行定量"

然后根据计算公式求得相对值即为相对表达量(

校正值 >目的基因定量结果5管家基因定量

结果

相对值 >待测样品的校正值5对照样品的校

正值

(>2

5

待测组目的基因

平均#

G

值
5

待测组管家基因

平均#

G

( )值
5

对照组目的基因

平均#

G

值
5

对照组管家基因

平均#

G

( )值

即倍数#(/0@;$ >2

5

&&

#

G

>

2

5& ##

G

&5#

G

&2AG:3$ 5##

G

85#

G

82AG:3$ '

式中"&为溶剂对照组样品"8为各实验组样品%

#

G

值为阈值循环数(

&'L(数据处理和统计分析

所有的数据以平均值 B标准差#9?23 B*4$

的形式表示( 体长#8'$和体质量#8W$%臀鳍第

/ 鳍条长度 #('$)分节数 #(!$ 和最宽处宽度

#(W$%;<

"

9$%&的表达水平使用方差分析来

检验"而身体健康指数#-($使用协方差分析( 所

有的统计检验都使用 *6**1013 软件进行(

24结果

!'&(&L

!

GN+暴露对食蚊鱼体长"体质量"身体

指数的影响

对照组鱼的体长#8'$)体质量#8W$和身体

健康指数#-($数据分别是#23196 B1199$ 99"

#0;17 B1012$ 9M 和 #01;8E B119/E$( 除了

73)733 39/05'浓度组食蚊鱼的体质量和对照组

相比时表现出明显的下降#=A3137$以外"雄激

素甲基睾酮#HD$暴露的实验组和对照组之间在

体长和身体健康指数相比较时都没有表现出显著

的差异#表 2$(

表 !(&L

!

G甲基睾酮#N+$暴露 !& 5后对雌性食蚊鱼体长#OP$"体质量#OQ$"健康指数#>?$的影响

+,-'!(+922662"8376&L

!

G1289:B82387382/7C2#N+$7C892-75: B2C@89#OP$%-75: K20@98#OQ$,C5

D9:30",B92,B890C52H#>?$0C621,B2%&'(()*)+,682/2HD732567/!& 5

10

$

7甲基睾酮浓度5# 39/05'$

HDA/3A?3GF2G:/3

总样本数#死亡数$

G/G20;29K0?;# @?2@$

体长599

8'

体质量59M

8W

身体健康指数5E

-(

对照组 A/3GF/0 73#2$ 23196 B1199 0;17 B1012 01;8 B119/

317 73#7$ 23166 B1108 0912 B211/ 01/2 B1176

7 73#9$ 23173 B3186 021; B1119 01/8 B113;

73 73#8$ 1;168 B2123 6819;

B1612

"

01/6 B11/6

733 73#6$ 1;1/1 B112; 6011

B1112

"

0110 B318;

%/G?;!

"

=A31371

11
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!'!(N+暴露对臀鳍第 * 鳍条长度"分节数"最

宽处宽度的影响

雌性幼体食蚊鱼暴露于 HD21 @ 之后"臀鳍

第 / 鳍条长度呈现出与剂量相关的增加趋势( 与

空白对照组相比"最低浓度组#317 39/05'$增加

的差异显著 #=A3137$"而其他浓度组 #7)73 和

733 39/05'$显著 #=A3131$上升 #图 1$( 表明

HD对雌鱼形态雄性化的诱导作用明显(

图 &(&L

!

G甲基睾酮暴露 !& 5后对雌性食蚊鱼

臀鳍第 * 鳍条长度#?P$的影响

11空白对照组% 21317 39/05'HD暴露组% /17 39/05'HD

暴露组% 9173 39/05'HD暴露组% 71733 39/05'HD暴露

组%

"

表示与空白对照组相比差异显著#=A3137$ %

""

表示

与空白对照组相比差异极显著#=A3131$ "下同(

?0@'&(+922662"8376&L

!

G1289:B82387382/7C2#N+$7C

892,C,B60C*/560C7689232"807CB2C@89#?P$0C

621,B2%&'(()*)+,682/2HD732567/!& 5,:3

11A/3GF/0MF/>K% 21317 39/05'HD?SK/;>F?MF/>K% /17 39/05

'HD ?SK/;>F?MF/>K% 9173 39/05' HD ?SK/;>F?MF/>K%

71733 39/05'HD?SK/;>F?MF/>K%

"

:3@:A2G?;;:M3:T:A23G0N

@:TT?F?3G#=A3137 $ %

""

:3@:A2G?;J?FN ;:M3:T:A23G0N @:TT?F?3G

#=A3131$1

44雌性幼体食蚊鱼暴露于 HD21 @ 之后"臀鳍

第 / 鳍条的分节数呈现出与剂量相关的增加趋势

十分明显#图 2$( 与空白对照组相比"各浓度组

实验鱼第 / 鳍条的分节数的增加极显著 #=A31

31$( 此外"空白对照组和 4H*"对照组之间不

存在差异#图 /$(

雌性幼体食蚊鱼暴露于 HD21 @ 之后"臀鳍

第 / 鳍条最宽处宽度呈现与剂量相关的上升趋

势( 与空白对照组相比"最低浓度组#317 39/05

'$没有引起明显差异"而 7 39/05'和 73 39/05'

浓度组其宽度增加显著#=A3137$"而高浓度组

#733 39/05'$其宽度增加差异极显著#=A3131$

#图 /$(

图 !(&L

!

G甲基睾酮暴露 !& 5后对雌性食蚊鱼

臀鳍第 * 鳍条分节数#?F$的影响

?0@'!(+922662"8376&L

!

G1289:B82387382/7C2#N+$7C

892,C,B60C*/560C7689232"807CC41-2/#?F$0C

621,B2%&'(()*)+,682/2HD732567/!& 5

图 *(&L

!

G甲基睾酮暴露 !& 5后对雌性食蚊鱼

臀鳍第 * 鳍条最宽处宽度#?Q$的影响

?0@'*(+922662"8376&L

!

G1289:B82387382/7C2#N+$7C

892,C,B60C*/560C76892K0523852D,/812C8K0589

#?Q$0C621,B2%&'(()*)+,682/2HD732567/!& 5

!'*(N+暴露对食蚊鱼臀鳍 #$

!

1)$%表达的

影响

雌性幼体食蚊鱼暴露于 HD21 @ 之后"位于

臀鳍条的雄激素受体 ;<

"

9$%&表达水平都呈

现出与剂量相关的上升( 各浓度组与空白对照组

相比差异极显著#=A3131$ #图 9$"其中最高浓

度组#733 39/05'$9$%&表达水平是对照组的

/12 倍(

/4讨论

本研究采用静态更新水的方式"暴露时间持

续 21 @( 雌性食蚊鱼幼体经强雄激素#HD$处理

21 @ 后与对照组相比"其生长发育过程中其体长

#8'$和身体健康指数 #-($没有出现明显的差

异"但高浓度组#73和733 39/05'$暴露其体质量

21
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图 ;(&L

!

G甲基睾酮暴露 !& 5后雌性食蚊鱼

臀鳍 #$

!

1)$%表达水平

?0@';(+922662"8376&L

!

G1289:B82387382/7C2#N+$7C

892B2E2B376#$

!

1)$%2HD/23307C0C

621,B2%&'(()*)+,682/2HD732567/!& 5

#8W$显示明显地下降( 一般来说"雄性食蚊鱼

体长较雌鱼小"为 19 =2017 99"雌鱼体长 16 =

97 99( 本研究结果显示"虽然暴露组体长与对

照组相比无明显差异#=D3137$"但体质量则显

著下降"表明雌鱼出现形态雄性化现象而导致其

体质量的下降(

食蚊鱼的臀鳍条在室内)外的研究中被用于

评价其个体形态雄性化的一项重要指标"其中鳍

条分节数发生的变动被用来作为标志去验证是否

发生雄性化转变( 通常雌性和雄性食蚊鱼的臀鳍

都是由 13 条鳍条组成"每条鳍条都分成若干

节
&21'

( 雄性个体通过使用由臀鳍高度分化形成

的*交配足+#或被称为*生殖足+$给雌性食蚊鱼

输送精子( 一些研究已经证明"生殖足的形成和

发育是由雄鱼体内雄激素决定的"但是幼鱼和性

成熟雌鱼个体如果暴露于外源雄激素类物质时也

会诱导出类似的生殖足
&21 529'

( 此外"雌鱼的臀鳍

条分节数比雄性的少"但是当雌鱼暴露于雄激素

物质时"它的臀鳍条长度将增加"同时分节数也将

增加"并且其臀鳍条的最宽处宽度也会增加
&21'

(

因此"利用食蚊鱼臀鳍条的长度)分节数)最宽处

宽度作为指示雄激素特性的生物标志物十分敏感

和实用( 本研究结果表明"雌性食蚊鱼幼体在受

HD处理 21 @ 之后"在生长发育过程中臀鳍条的

长度出现显著增长"分节数呈现出剂量相关的增

加"最宽处宽度也出现显著增宽"表明 HD能导致

雌鱼形态雄性化"是一种强雄激素物质(

食蚊鱼臀鳍鳍条体内 ;<

"

和 ;<

!

两个雄激

素受体基因已经被克隆并作了描述"臀鳍的不同

区域雄激素受体基因的表达在臀鳍的形成过程中

发挥着重要作用
&29'

( 雄性食蚊鱼体内受到雄激

素作用"臀鳍中 ;<

"

基因的表达"促使臀鳍发育

形成生殖足的结构%同时臀鳍鳍条长度)分节数和

最宽处宽度的增加也是依赖 ;<

"

9$%&表达水

平的上升"本研究的结果与其相一致"证明这些形

态雄性化特征的表现都是依赖于 ;<

"

9$%&表

达水平的上升( 已经有研究表明"在食蚊鱼臀鳍

中 ;<

"

9$%&的表达水平是 ;<

!

的 7 倍
&29'

"因

此在本研究中选择检测 ;<

"

9$%&的表达量来

评价 HD的雄激素生物效应"其效果十分明显(

雌性食蚊鱼的 ;<

"

9$%&表达水平明显地被雄

激素#HD$所诱导并上调"表明在鱼体内雄激素

与雄激素受体原件结合"进而发挥雄激素的作

用
&29'

( 通过对 ;<

"

9$%&表达水平的分子检

测"发现 ;<

"

9$%&表达水平呈与剂量相关的上

升趋势( 由此推断";<

"

基因 9$%&表达水平可

作为监测养殖水体雄激素类污染物理想的生物

标记(
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