
　２０１９年３月 重庆师范大学学报（自然科学版） Ｍａｒ．２０１９

第３６卷 第２期 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ） Ｖｏｌ．３６ Ｎｏ．２

动物科学 ＤＯＩ：１０．１１７２１／ｃｑｎｕｊ２０１９０２１９
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摘要：【目的】评估低剂量镉（Ｃｄ）暴露对成年雄性斑马鱼（犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅）生殖内分泌的影响。【方法】将成年雄性斑马鱼暴露

于质量浓度为５μｇ·Ｌ
－１镉离子（Ｃｄ２＋）３０ｄ后，分析精巢组织学结构、血浆１１酮基睾酮（１１ＫＴ）质量浓度、下丘脑垂体

性腺（ＨＰＧ）轴以及减数分裂关键基因转录水平的变化。【结果】与对照组相比，Ｃｄ暴露组精巢组织出现早期生殖细胞增

多、精子数量减少和空隙等变化；血浆１１ＫＴ质量浓度与对照组相比有统计学意义上的增加（狆＜０．０５）；此外，Ｃｄ暴露上

调了视黄酸合成酶基因犪犾犱犺１犪２和 ＨＰＧ轴关键基因犵狀狉犺２，犳狊犺β，犾犺β，犳狊犺狉，犾犺狉，犪狉的表达水平，下调了联会复合体蛋白３

基因狊狔犮狆３的表达水平，这些差异具有统计学意义（狆＜０．０５），而 ＨＰＧ轴关键基因犵狀狉犺３、ＤＮＡ减数分裂重组酶１基因

犱犿犮１和视黄酸降解酶基因犮狔狆２６犫１的表达水平与对照组相比没有统计学意义上的差异。【结论】低剂量Ｃｄ暴露通过调

节 ＨＰＧ轴和减数分裂关键基因的表达水平干扰成年雄性斑马鱼生殖内分泌。
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镉（Ｃｄ）是一种非必需有毒重金属，对人体健康有严重危害
［１］。近些年来工业的快速发展导致水环境中Ｃｄ

污染越来越严重，对水生生态系统构成威胁［２］。鱼类是水生生态系统的重要组成部分，它们的内分泌系统与其

他脊椎动物相似，因而被作为检测环境危害的指示生物［３］。由于Ｃｄ具有生物难降解性，暴露在Ｃｄ污染水体中

的鱼类的组织或器官容易富集Ｃｄ，进而导致体内的生物学反应受到干扰
［４５］，甚至导致生殖发育受到影响［６８］。

减数分裂是有性生殖的基础和物种保持稳定性的前提，具有重要的生物学意义；而鱼类的性腺发育和配子形成

受到下丘脑垂体性腺（ＨＰＧ）轴的调节
［９］。已有研究表明，Ｃｄ暴露可损害鱼类生殖腺并影响配子发生

［６，１０１１］。

中国渔业水质标准对水体中Ｃｄ的质量浓度限值为５μｇ·Ｌ
－１，因此目前许多研究主要关注高于这一限值的Ｃｄ

暴露诱导的鱼体损伤，而关于５μｇ·Ｌ
－１Ｃｄ暴露对鱼体生殖内分泌的影响研究较少。

斑马鱼（犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅）具有繁殖周期短、体外受精、胚胎透明等优点
［１２］，是毒性研究的理想模式动物［３］。在本

研究中，将成年雄性斑马鱼分别暴露在含０（对照）和５μｇ·Ｌ
－１镉离子（Ｃｄ２＋）的水体中３０ｄ，随后观察精巢组织

学结构，检测血浆１１酮基睾酮（１１ＫＴ）质量浓度、ＨＰＧ轴及减数分裂关键基因的表达水平，从而了解低剂量Ｃｄ

暴露对鱼类生殖的潜在影响，为重金属对鱼类的风险评估提供基础资料。

１材料与方法

１．１材料和试剂

实验用成年雄性斑马鱼（ＡＢ系，１２０ｄ龄）购自国家斑马鱼资源中心；分析纯ＣｄＣｌ２ 购自上海国药集团；１１

ＫＴ酶联免疫吸附测定试剂盒购自Ｃａｙｍａｎ公司；ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ以及反转录试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司。

１．２Ｃｄ暴露处理

实验鱼在室内恒温（约２８℃）循环水养殖系统中暂养并适应１４ｄ后，挑选１２０尾规格一致、体质量为

（０．３４±０．０３）ｇ的健康雄鱼，放入规格一致（５０ｃｍ×２０ｃｍ×３０ｃｍ）的６个缸中，每缸２０尾，每缸盛水２０Ｌ。其
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中３个缸的实验鱼为对照组，驯养水体中Ｃｄ２＋质量浓度为０；其余３个缸的实验鱼为Ｃｄ暴露组，驯养水体中加

入预先配好的ＣｄＣｌ２ 母液，使Ｃｄ
２＋质量浓度为５μｇ·Ｌ

－１。处理时间为３０ｄ。实验期间，每日喂食３次商业饲

料，并更换缸中１／２体积的水，同时Ｃｄ暴露组驯养水体中还补充相应的ＣｄＣｌ２ 母液以保证Ｃｄ
２＋质量浓度维持在

５μｇ·Ｌ
－１。实验期间两个组的水温、溶解氧质量浓度和ｐＨ 分别为（２８±０．５）℃，（６．８４±０．４５）ｍｇ·Ｌ

－１和

７．７０±０．２３，光照周期为１４ｈ光照∶１０ｈ黑暗。

１．３指标测定

１．３．１组织学分析　实验处理结束后取材，每缸随机取出３尾实验鱼，用０．１ｇ·Ｌ
－１的 ＭＳ２２２进行麻醉后，取

出精巢组织置于波恩氏液中固定２４ｈ。固定材料经梯度乙醇溶液中脱水并包埋于石蜡中，经５μｍ矢状切片和

苏木精伊红（ＨＥ）染色，置于徕卡仪器有限公司生产的ＵＢ２０３Ｉ型光学显微镜下观察并拍照。

１．３．２１１ＫＴ质量浓度测定　每缸随机取１０尾实验鱼，采用断尾法取血。将血液置于含有肝素钠的离心管中，

并将１０尾鱼的血浆样本合并为１个测定样品。将样品以１０００ｒ·ｍｉｎ－１的速度于４℃下离心１０ｍｉｎ，取上清液

以－８０℃保存，之后用于１１ＫＴ质量浓度测定。１１ＫＴ质量浓度测定方法严格按照１１ＫＴ酶联免疫吸附测定

试剂盒说明书进行。

表１　ｑＰＣＲ引物

Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｑＰＣＲ　

基因 引物序列 Ｇｅｎｂａｎｋ序列号

犵狀狉犺２
Ｆ：５′ＧＧＴＣＴＣＡＣＧＧＣＴＧＧＴＡＴＣＣＴ３′

Ｒ：５′ＴＧＣＣＴＣＧＣＡＧＡＧＣＴＴＣＡＣＴ３′
ＮＭ１８１４３９

犵狀狉犺３
Ｆ：５′ＴＧＧＴＣＣＡＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＡＧＴＴ３′

Ｒ：５′ＣＣＴＧＡＡＴＧＴＴＧＣＣＴＣＣＡＴＴＴＣ３′
ＮＭ１８２８８７

犳狊犺β

Ｆ：５′ＴＧＡＧＣＧＣＡＧＡＡＴＣＡＧＡＡＴＧ３′

Ｒ：５′ＡＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧＴＣＧＡＴＴＧＴ３′
ＡＹ４２４３０３

犾犺β

Ｆ：５′ＧＧＡＣＡＣＧＣＡＧＡＧＡＣＡＣＴＴ３′

Ｒ：５′ＣＡＣＣＧＡＴＡＣＣＧＴＣＴＣＡＴＴＴ３′
ＡＹ４２４３０４

犪狉
Ｆ：５′ＧＣＧＡＡＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＴＡＡＣ３′

Ｒ：５′ＴＣＡＴＣＡＧＡＧＣＡＧＡＴＴＡＧＧＣ３′
ＥＦ１５３１０２

犳狊犺狉
Ｆ：５′ＡＴＧＧＡＴＣＣＡＣＴＣＧＣＴＣＴＴＴ３′

Ｒ：５′ＧＣＡＴＴＡＣＴＧＧＧＡＡＴＣＣＴＣＴＣＴＡＴ３′
ＡＹ２７８１０７

犾犺狉
Ｆ：５′ＡＡＧＧＡＣＧＡＧＴＣＧＣＴＧＡＡＡＣ３′

Ｒ：５′ＧＡＴＴＣＡＴＴＧＴＧＧＣＧＴＡＴＴＣＡ３′
ＡＹ７１４１３３

犮狔狆１１犫２
Ｆ：５′ＣＴＧＧＧＣＣＡＣＡＣＡＴＣＧＡＧＡＧ３′

Ｒ：５′ＡＧＣＧＡＡＣＧＧＣＡＧＡＡＡＴＣＣ３′
ＮＭ００１０８０２０４

犪犾犱犺１犪２
Ｆ：５′ＴＣＣＡＧＧＡＡＧＣＣＧＡＣＡＡＧＧ３′

Ｒ：５′ＣＣＡＧＧＧＴＡＧＣＡＡＧＧＴＡＡＧＣＡ３′
ＮＭ１３１８５０

犮狔狆２６犫１
Ｆ：５′ＴＧＴＣＡＧＧＡＧＧＡＴＡＣＡＧＡＡＴＡＧＣ３′

Ｒ：５′ＡＧＣＣＧＡＧＧＴＧＴＣＡＴＧＧＧＴ３′
ＮＭ２１２６６６

狊狔犮狆３
Ｆ：５′ＧＣＧＴＴＴＧＴＴＴＧＴＴＧＧＡＴＴ３′

Ｒ：５′ＣＡＣＣＧＴＣＡＧＴＡＴＧＴＴＴＧＧ３′
ＮＭ００１０４０３５０

犱犿犮１
Ｆ：５′ＧＡＧＧＣＴＧＡＡＧＧＡＣＡＴＣＧ３′

Ｒ：５′ＴＣＣＡＧＣＣＧＴＡＡＴＧＧＣＡＡ３′
ＮＭ００１０２０７８２

犲犳１α
Ｆ：５′ＧＡＴＣＡＣＴＧＧＴＡＣＴＴＣＴＣＡＧＧＣＴＧＡ３′

Ｒ：５′ＧＧＴＧＡＡＡＧＣＣＡＧＧＡＧＧＧＣ３′
ＦＪ９１５０６１

１．３．３基因表达分析　每缸随机取３尾

实验鱼，用０．１ｇ·Ｌ
－１的 ＭＳ２２２麻醉

后，立即取出脑和精巢置于装有１ｍＬ

ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ试剂的离心管中，液氮速

冻后保存于－８０ ℃。参照 Ｃｈｅｎ等

人［１３］的方法，通过实时荧光定量ＰＣＲ

（ｑＰＣＲ）检测基因的表达水平。样品总

ＲＮＡ提取按照ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ试剂盒说

明书进行操作。用核酸检测仪检测总

ＲＮＡ的犃２６０／２８０值为１．８～２．０，并用质

量分数为１％的琼脂糖凝胶电泳检测总

ＲＮＡ的完整性。然后，取总 ＲＮＡ 用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

ＲＴ试剂盒（ＴａＫａＲａ）进

行逆转录合成ｃＤＮＡ，并以此为模板使

用 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ 试剂盒

（ＴａＫａＲａ）进行ｑＰＣＲ分析。ｑＰＣＲ的

反应条件为：９５℃预变性３０ｓ；４０个循

环的９５℃变性５ｓ、６０℃退火３０ｓ、

７２℃延伸３０ｓ。相关引物由擎科生物

公司合成，引物序列具体信息见表１。

以犲犳１α作为内参，用２－犆Ｔ方法进行

定量结果分析［１４］。

１．４数据分析

所有实验数据用狓±狊表示。使用

ＳＰＳＳ１７．０软件，采用独立样本狋检验

检测Ｃｄ暴露组和对照组数据的差异；

当狆＜０．０５时，差异具有统计学意义。

２结果

２．１精巢组织学结构

结果显示，在对照组斑马鱼的精巢

中，可见生精小管内充满了早期生殖细
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胞（精原细胞及精母细胞）和大量的精子（封二彩图１ａ）；而Ｃｄ暴露组可见早期生殖细胞增多、精子数量减少和空

隙出现（封二彩图１ｂ）。

２．２１１ＫＴ质量浓度

Ｃｄ暴露对斑马鱼血浆中１１ＫＴ质量浓度的影响如图２所示，可见Ｃｄ暴露组１１ＫＴ质量浓度比对照组更

高，两者差异具有统计学意义（狆＜０．０５）。

２．３ＨＰＧ轴相关基因表达水平

如图３ａ，ｂ所示，与对照组脑、精巢组织中的ＨＰＧ轴相关基因表达水平相比，Ｃｄ暴露组的犵狀狉犺２，犳狊犺β，犾犺β，

犳狊犺狉，犾犺狉，犮狔狆１１犫２及犪狉基因表达水平均明显上调，且相关差异均具有统计学意义（狆＜０．０５）；而两个组的犵狀狉犺３

基因表达水平无统计学意义上的差异。

　　　注：表示与对照组数据相比具有统计学

意义上的差异（狆＜０．０５），下同　　　　　

图２　Ｃｄ暴露对雄性斑马鱼血浆１１ＫＴ质量浓度的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎ

ｐｌａｓｍａ１１ＫＴｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍａｌｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ａ　对脑组织ＨＰＧ轴相关基因的影响　　ｂ　对精巢组织ＨＰＧ轴相关基因的影响

图３　Ｃｄ暴露对雄性斑马鱼 ＨＰＧ轴相关基因表达水平的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ

ＨＰＧａｘｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｍａｌｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ

图４　镉暴露对斑马鱼精巢减数分裂

相关基因表达水平的影响

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎ

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｅｉｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎ
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２．４减数分裂相关基因表达水平

图４显示，与对照组的减数分裂相关基因表达水平

相比，Ｃｄ暴露组的犪犾犪犺１犪２ 基因表达水平明显上调，狊狔

犮狆３基因表达水平明显下调，且与对照组的这两个基因的

表达水平相比均具有统计学意义上的差异（狆＜０．０５）；此

外，两个组的犱犿犮１和犮狔狆２６犫１基因表达水平均无统计学

意义上的差异。

３讨论

研究表明，Ｃｄ暴露会损伤鱼类的精巢组织。例如，将

食蚊鱼（犌犪犿犫狌狊犻犪犪犳犳犻狀犻狊）分别在５，２０，１００和５００ｎｍｏｌ·

Ｌ－１的Ｃｄ暴露环境中处理２１，３５和５６ｄ后，精子数量明

显减少［１５］；剑尾鱼（犡犻狆犺狅狆犺狅狉狌狊犺犲犾犾犲狉犻犻）在Ｃｄ
２＋质量浓

度分别为１００和５００μｇ·Ｌ
－１的水体中暴露５ｄ，出现了

生精小管退化、精子发生起始以及初级次级精母细胞聚集等现象［１６］；此外，Ｋｕｍａｒｉ等人
［１７］对无须

$

（犘狌狀狋犻狌狊

狊犪狉犪狀犪）进行质量浓度为２０００μｇ·Ｌ
－１的Ｃｄ暴露３０ｄ，发现精小叶出现组织损伤。本研究中，可以观察到质量

浓度为５μｇ·Ｌ
－１的Ｃｄ暴露处理使得斑马鱼精子数量减少而早期生殖细胞增多，这表明低剂量Ｃｄ暴露可能阻

碍成年雄性斑马鱼的精子发生。另外，与对照组相比Ｃｄ暴露组中斑马鱼的精巢组织出现许多空隙，这可能是由

于精子数量减少所致。

ＨＰＧ轴是鱼类重要的神经内分泌系统，参与调节一系列生殖活动，促进和控制生殖细胞的起源、性别分化、

性腺的发育和成熟［１８１９］。和其他脊椎动物一样，硬骨鱼类的精子发生受性激素的调节［２０］，垂体促性腺激素刺激

间质细胞产生雄激素，并最终控制精子发生和精子形成［２１２４］。在本研究中，与对照组相比，Ｃｄ暴露组的犵狀狉犺２，

犳狊犺β，犾犺β，犳狊犺狉和犾犺狉基因的表达水平明显上调。因此，Ｃｄ暴露可能促使斑马鱼体上调犵狀狉犺２基因表达，促进促

性腺激素释放激素（ＧｎＲＨ）的合成和分泌，进而提高犳狊犺β及犾犺β基因的转录水平，促进卵泡刺激素（ＦＳＨ）及促黄
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体生成素（ＬＨ）的合成和分泌，从而上调犳狊犺狉及犾犺狉基因的表达，最终促进性激素的合成。１１ＫＴ是雄性硬骨鱼

最主要的性激素［２５］，本研究结果显示，与对照组相比，Ｃｄ暴露组实验鱼血浆１１ＫＴ质量浓度明显上升，这与

Ｓｅｌｌｉｎ等人
［２６］将雄性黑头呆鱼（犘犻犿犲狆犺犪犾犲狊狆狉狅犿犲犾犪狊）暴露于质量浓度为１２．５μｇ·Ｌ

－１的Ｃｄ２＋中２１ｄ后发现

血浆１１ＫＴ质量浓度上升的结果相一致。类固醇合成酶基因犮狔狆１１犫２在睾酮（Ｔ）转化为１１ＫＴ的过程中起着

关键的调节作用。本研究中，与对照组相比，Ｃｄ暴露导致实验鱼犮狔狆１１犫２基因表达水平上调，可能促进了Ｔ向

１１ＫＴ转化，从而最终导致实验鱼血浆中１１ＫＴ质量浓度上升，进而导致性激素受体基因犪狉表达水平升高。

雄鱼体内的１１ＫＴ在精子形成后期起着至关重要的作用
［２７２８］，血浆中１１ＫＴ质量浓度的上升可能会促进

精子的成熟而引起精子数量增多。然而，这与本研究中组织学结构观察发现Ｃｄ暴露导致斑马鱼精巢中精子数

量减少的结果相矛盾。这一方面可能与性激素和 ＨＰＧ轴形成的负反馈调节有关；而另一方面则可能是因为硬

骨鱼和其他哺乳动物类似，生殖细胞的形成还受到减数分裂的调控［２９］。因此，本研究进一步检测了减数分裂中

关键调控基因的表达水平。视黄酸的合成与降解则关系到减数分裂的起始时间［２９］，它的含量变化由视黄酸合

成酶基因犪犾犱犺１犪２和视黄酸降解酶基因犮狔狆２６犪１的表达调控
［３０］。硬骨鱼类中狊狔犮狆３基因编码的联会复合体蛋

白３和犱犿犮１基因编码的ＤＮＡ减数分裂重组酶１通常被认为是减数分裂前期标记物
［３１３２］，其中狊狔犮狆３基因主要

调节减数分裂细胞分裂，而犱犿犮１基因对于减数分裂中染色体的同源联会起关键作用
［３３３４］。在本研究中，与对照

组相比，Ｃｄ暴露组的犪犾犱犺１犪２基因表达水平明显上调，而两者的犮狔狆２６犪１基因表达水平没有明显变化，这表明

视黄酸在鱼体中的含量可能受到犪犾犱犺１犪２基因的调控而明显升高，进而导致减数分裂的起始加强
［３５］。同时，Ｃｄ

暴露导致狊狔犮狆３基因表达水平较对照组而言有明显下降，表明斑马鱼精子发生在减数分裂的早期阶段可能被阻

断，从而引起早期生殖细胞增多和精子减少的组织学变化。因此，本研究表明，犪犾犱犺１犪２基因上调和狊狔犮狆３基因

下调可能是Ｃｄ暴露导致精巢中早期生殖细胞增多而精子减少的重要原因。

综上所述，本研究结果表明，低剂量Ｃｄ暴露可通过调节 ＨＰＧ轴及减数分裂关键基因的表达水平引起斑马

鱼精巢的组织学损伤和血浆雄激素质量浓度异常。尽管本研究所设Ｃｄ质量浓度符合国家渔业水质标准限值，

但仍能干扰雄性斑马鱼的生殖内分泌。因此，低剂量Ｃｄ暴露对鱼类的生殖风险仍值得关注。
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