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摘要：以斑马鱼（Danio rerio）雌性成鱼为研究对象，用不同剂量（0.1、1 和 1 0μg·L-1）的乙炔基雌二醇（EE2，

17α-ethynylestradiol）对其进行暴露处理 20 d，并采用组织学方法对卵巢发育进行观察。组织学结果表明，不同剂量

的 EE2 对斑马鱼卵巢发育均产生严重影响：卵巢和卵母细胞发育停止，减数分裂抑制，并出现卵黄积累期生殖细胞

退化现象。为探讨上述影响可能的机制，采用半定量 RT-PCR 的方法检测了与斑马鱼卵子发育紧密相关基因 vasa、scp3

和 igf3 在 EE2 处理后的表达变化。研究结果表明，EE2 处理之后，vasa 基因的表达没有显著变化，而基因 scp3、igf3

的表达明显下调，且呈时间依赖性和剂量依赖性效应。因此研究推测 EE2 可能通过抑制 igf3 基因的表达和减数分裂

抑制了斑马鱼卵子的发育和成熟。 
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内分泌干扰物（EDC, Endocrine Disrupting Chemicals），能通过改变动物体內源激素的合成、转运、代

谢、排泄或与激素受体结合，影响激素功能，干扰生物内分泌系统[1]。EDC广泛存在于环境中[2]，可通过生物

富集[3]，严重影响人类的生殖健康[4]。大量研究证明，EDC能够干扰动物精子的产生和功能，从而导致不育[5]。

更多的研究表明，EDC不仅对高等动物产生影响，对低等脊椎动物（包括鱼类）同样危害极大。EDC暴露的

鱼类会发生性腺发育异常、生殖能力下降、配子发生障碍等 [6]。近年来的研究表明，我国水体EDC污染严重，

并持续恶化[7]。因此，研究EDC对鱼类的影响迫在眉睫。 

    乙炔基雌二醇（EE2, 17α-ethynylestradiol），是污染水体中典型的 EDC 之一 [8]，在我国大多数河流均有

分布，最高浓度达到 2.67ng/L
[7,9]。由于 EE2 具有较长的半衰期，因此在鱼体中的富集浓度比环境中高 332 倍

[3]。同时，由于 EE2 分布广泛且具有强烈的雌激素效应（比雌酮和雌二醇（E2, 17β-estradiol）高 10 倍[10]），

能严重影响鱼类的性别分化、性腺发育和配子功能，导致繁殖障碍，甚至性腺畸变[11-15]。 

    有研究表明，EE2对雄性斑马鱼（Danio rerio）[16]和黑头呆鱼（Pimephales promelas）[17]处理之后，会出

现繁殖障碍，性腺发育异常和性逆转的现象。由于EE2的强烈雌激素效应，过去的研究大多集中在对雄性动

物的影响，而对雌性的研究极少。尽管对斑马鱼[15]和青鱂[12]（Oryzias melastigma）的研究显示，不同剂量的

EE2可抑制卵巢的发育和成熟，抑制雌性排卵，但其内在的分子机制却极不清楚。为此，本研究用不同剂量

的EE2（0.1、1和10µg/L）对斑马鱼雌性成鱼（4月龄）进行了20天暴露处理，通过组织学方法研究了EE2对

斑马鱼卵巢发育及卵子发生的影响。为探讨其可能的分子机制，本研究利用半定量PCR的方法，检测了与斑

马鱼卵巢发育、卵子发生和减数分裂密切相关的vasa、scp3和igf3的表达变化。 

1 材料与方法 

1.1 实验材料与处理 

    实验用斑马鱼雌性成鱼（4月龄）为研究组自行繁殖获得，随机选取健康的雌性斑马鱼100尾，平均体重

0.600±0.062g。处理前用曝气除氯后的自来水暂养于恒温循环水养殖系统中（28 ± 1
o
C）。 

2012的研究表明，在我国六大水系中，EE2主要分布在长江流域，其浓度最高可达2.59ng/L
[7]，为了在短

期内对斑马鱼形态学变化进行观察并对其相关机制进行研究，我们选择远高于水体浓度的EE2对雌性斑马鱼

进行处理。实验组分为对照组（C, 0.05‰ DMSO）和EE2处理组：E1（0.1μg/L）、E2（1μg/L）和E3（10μg/L）。

每组25尾养于20L水中，每天喂食3次，持续增氧，处理期为20天，每天换水1次。水体温度控制在28 ± 1
o
C，

光照周期为14 h: 10 h（光暗比）。 

处理后12和20天，对实验鱼进行解剖取材，每组取6尾实验鱼卵巢，用于组织学观察。同时取6尾实验鱼

卵巢，液氮速冻后，于-80
 o
C保存备用。 

上述实验共重复3次。  
1.2 组织学研究 
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解剖斑马鱼，取其卵巢样品，用4% PFA（pH 7.4）4
o
C固定过夜，梯度酒精脱水，二甲苯透明，石蜡包埋

（56-58
 o
C），5μm连续切片，HE染色，中性树胶封片后拍照。 

1.3 斑马鱼vasa、scp3和igf3部分序列的克隆 

    从斑马鱼成鱼卵巢中提取总RNA，测定总RNA浓度。取1µg总RNA按照PrimeScript RT reagent Kit

（TaKaRa）说明书进行反转录，合成第一链cDNA。 

    用生物信息学方法获得斑马鱼vasa（NM_131057）、scp3（NP_001035440）和igf3（NM_001115050）的

cDNA序列（http://www.ncbi.nlm.nih.gov），设计引物（引物序列见表1）。利用已合成的第一链cDNA扩增相

应cDNA的部分序列。扩增条件为：94
 o
C 3min；94

 o
C 30s，53 

o
C 30s，72 

o
C 30 s，35个循环；延伸7min。扩

增片段在1.0% 的琼脂糖凝胶上电泳，溴化乙

锭（EB）染色后，在凝胶成像系统上分析。PCR

产物经回收（Geneview）、连接（pMD19-T, 

TaKaRa）、转化后测序验证（北京华大生物技

术公司）。 

1.4 斑马鱼scp3和igf3的组织表达模式 

    将同批次未经处理的斑马鱼解剖后迅速取

出精巢（T）、卵巢（O）、脑（B）、肝脏（L）、

肠（I）、肾（K）、心脏（H）、肌肉（M）和脾

（SP）组织，提取总 RNA，测定浓度。取 1µg

总 RNA 按照 PrimeScript RT reagent Kit

（TaKaRa）说明书进行反转录，合成第一链

cDNA。用斑马鱼 scp3 和 igf3 引物扩增相应的

中间片段，研究各基因在斑马鱼中的组织表达

模式，以 ef1α 作为内参，并以相应基因的质粒

和蒸馏水为模板扩增的产物分别作为阳性和阴

性对照。scp3 和 igf3 的扩增条件为：94
 o

C 3min；

94
 o
C 30s，53 

o
C 30s，72 

o
C 30 s，30 个循环；延伸 7min。ef1α 扩增条件为：94

 o
C 3min；94

 o
C 30s，60 

o
C 30s，

72 
o
C 30 s，23 个循环；延伸 7min。PCR 产物在 1.0%的琼脂糖凝胶上电泳，溴化乙锭（EB）染色后，在凝胶

成像系统上进行分析。 

1.5 EE2 对斑马鱼 vasa、scp3 和 igf3 表达的影响 
取-80

o
C 备用的斑马鱼卵巢，提取总 RNA，取 1µg 总 RNA 进行反转录，合成第一链 cDNA。用半定量

RT-PCR（Semi-quantitative RT-PCR）方法检测斑马鱼 vasa、scp3 和 igf3 在 EE2 处理后的表达变化，并以 ef1α

作为内参，反应条件参照“材料与方法 1.4”。PCR 产物在 1.0%琼脂糖凝胶上电泳，溴化乙锭（EB）染色后，

用凝胶成像系统成像，并进行光密度分析（Quantity One, Bio-Rad）。数据用 6尾鱼的平均值±标准误（Means±SE）

表示。结果用 SPSS1310软件（SPSS, Chicago）进行方差分析和差异比较，P< 0.05，差异显著。柱形图用GraphPad 

Prism 5（GraphPad Software, San Diego, CA）进行绘制。 

1.6 vasa 在滤泡发生过程中的表达变化 

随机选取 10 尾雌性斑马鱼，将其解剖后迅速取出卵巢，在解剖镜下将初级生长期（PG, primary growth）、

卵黄生成前期（PV, previtellogenic stage）、卵黄发生早期（EV, early vitellogenic stage）、卵黄发生中期（MV, 

midvitellogenic stage）和成熟期（FG, full-grown stage）滤泡进行分离，每组分离 60 枚，各时期分离 6 组平行

样本，其分离标准参照 Li et al（2011）[18]。提取总 RNA，测定浓度。取 1µg 总 RNA 进行反转录，合成第

一链 cDNA。用半定量 RT-PCR（Semi-quantitative RT-PCR）的方法检测斑马鱼 vasa 在卵母细胞发生的各个时

期的表达变化，并以 ef1α作为内参，反应条件参照“材料与方法 1.4”。PCR 产物在 1.0%琼脂糖凝胶上电泳，

溴化乙锭（EB）染色后，用凝胶成像系统成像，并进行光密度分析（Quantity One, Bio-Rad）。数据分析参照

“材料与方法 1.5”。上述实验重复三次。 

2、结果 

2.1  EE2 对斑马鱼卵巢发育和卵子发生的影响 

组织切片结果显示，对照组卵巢中有各个不同发育时期的卵母细胞（图 1A 和 1B），表明对照组卵巢和

卵母细胞的发育正常。与对照组相比，不同剂量的 EE2 处理 12 天后，卵巢发育和卵子发生被明显抑制，卵

巢中只有极少数的卵母细胞处于 EV、MV 和 FG 期，而其余大部分卵母细胞都集中在卵黄生成之前（图 1C、

表1 引物及其序列 

Tab. 1 Primers and their sequences used in the present study. 

引物名称 

Primer Names 

引物序列 

Primer sequences 

vasa- F TCCAACACCACCAGAGT 

vasa- R AAAGGAGGATTTGAGGC 

igf3-F GCTGCGTTCTCATCCTGC 

igf3-R TGTTGAGGAGGTTTGGGT 

scp3-F CTTTAGCGAAGTGATTTGGGTG 

scp3-R CCAATTTCTGAGTGCTGCCCTT 

ef1α- F GATCACTGGTACTTCTCAGGCTGA 

ef1α-R GCTGCTCCAGGTTTGCCTAT 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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E、G）。而 EE2 处理 20 天后，卵黄生成期以后的卵母细胞（EV、MV 和 FG 期）完全退化，只存在卵黄生成

前的卵母细胞（如：PG 和 PV 期），并出现大量卵母细胞退化后形成的空腔。同时，随着 EE2 处理剂量的增

高，卵巢中 PG 和 PV 期的卵母细胞的数量有减少的现象（图 1D、F、H）。 

2.2 斑马鱼 scp3 和 igf3 的组织表达模式 
 组织表达模式研究表明，scp3和 igf3仅在斑马鱼性腺（精巢和卵巢）中表达，而不在其他非性腺组织中

表达。各基因在精巢和卵巢中的表达水平没有性差。 

2.3 EE2 对斑马鱼 vasa、scp3 及 igf3 表达的影响 

     半定量 RT-PCR 结果显示，不同剂量的 EE2 对斑马鱼精巢中 vasa 的表达有下调的趋势，但差异不显著

（图 3A）。不同的是，EE2 能显著抑制斑马鱼卵巢中 scp3 和 igf3 的表达：处理 12 天后，scp3 的表达量仅在

E3 组中显著下调；而在处理后 20 天，各处理组中 scp3 的表达量均显著下调（图 3B）。处理 12 天后，igf3 也

有下调的趋势，但差异不显著，但在处理 20 天后，igf3 的表达被显著抑制（图 3C）。  

2.4 vasa 在滤泡发生过程中的表达变化 

     vasa 在滤泡发生过程中的表达模式的研究表明，vasa 在滤泡发生早期 PG 期表达量最高，而随着滤泡的

发生，其表达量逐渐降低，并在 FG 期达到最低（图 4）。 

3、讨论 

众所周知，EDC 能够作用于脊椎动物的内分泌系统，干扰其正常功能，影响生殖健康。作为低等脊椎动

物的鱼类，对 EDC 尤为敏感，长期暴露会导致生物体生殖障碍，配子发生异常以及性逆转[19,20]。 

作为一种典型的 EDC，EE2 能够严重影响鱼类雄性性腺发育、分化和配子发生[21, 22]，但研究其影响雌性

动物（包括鱼类）的报道极少。仅有的研究表明，EE2 能诱导雌性海湾海龙（Syngnathus scovelli）发生生殖

障碍[23]，还能使雌性青鱂成熟的卵母细胞减少或消失，严重限制了它的排卵[12]。在斑马鱼的研究发现，EE2

不仅对雄性性腺发育和配子发生有显著抑制作用，还能抑制雌性排卵[15]。本研究的结果表明，EE2 暴露后的

雌性斑马鱼，其卵巢发育异常，卵黄生成期生殖细胞退化；同时，新生卵母细胞发育受抑制，出现卵母细胞

同步化。因此，我们认为，EE2 能够严重干扰斑马鱼卵巢发育和卵子发生，必将导致其生殖能力完全丧失。 

那么，卵黄生成期的卵母细胞去哪了呢？众所周知，鱼类特有的 igf3（insulin like growth factor 3）在斑

马鱼卵母细胞发育和成熟过程中起重要作用[17, 24-25]。有研究表明，E2 能抑制罗非鱼（Oreochromis niloticus）

igf3 启动子活性，从而使 igf3 的表达量下调[26]。本研究发现，EE2 处理之后，斑马鱼卵巢中的 igf3 的表达明

显下调。与此结果相对应的是，EE2 处理之后，斑马鱼卵巢中卵母细胞的发育全部被抑制在卵黄蛋白原合成

之前。因此，我们推测 EE2 可能通过 igf3 的表达，抑制了卵母细胞的继续发育和成熟。 

半定量RT-PCR结果显示，EE2处理12天和20天后，vasa的表达均有下调但无显著变化。由于vasa主要在

卵黄发生前的PG期滤泡表达，而EE2处理后的斑马鱼卵巢中，PG期滤泡数量并无明显变化。因此，我们认为

EE2处理后vasa的表达没有明显变化，可能与其表达的时期有密切关系。 

不同的是，减数分裂标记基因scp3仅表达于减数分裂中的生殖细胞,是编码联会复合体的重要结构蛋白
[27-30]。EE2处理12天后，E3组scp3的表达明显降低；EE2处理20天后，scp3在各个剂量组的表达均显著下调；

同时，组织切片结果显示，各个剂量组都呈现出成熟卵母细胞全部消失，卵母细胞都集中在卵黄积累早期（PG

和PV）。由于scp3在减数分裂过程中的重要作用，其表达下调暗示减数分裂被抑制 。 

    综上所述，本研究发现 EE2 能抑制斑马鱼卵母细胞发育，可能是通过下调 igf3 的表达，并抑制了卵母细

胞减数分裂的发生所致。 
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图 1  EE2 处理 12 和 20 天对斑马鱼卵巢发育和卵子发生的影响。A-B：对照组；C-H：EE2（0.1、1 和 10µg/L）处理组。EV：

卵黄发生早期；MV：卵黄发生中期；FG：成熟卵母细胞；空心三角：卵黄生成前期（PV）；黑三角：初级生长期（PG）；白

箭头：增生的体细胞；*：卵母细胞凋亡形成的空腔。标尺：100μm（A，B）；50μm（C-H）。 

Fig. 1  Influences of EE2 on ovarian development and oogenesis in zebrafish. A,B, Control; C-H, EE2 (0.1, 1 and 10µg/L). EV, Early 

vitellogenic stage; MV, Mid-vitellogenic stage; FG, Full-grown stage; open triangle, Pre-vitellogenic stage; black triangle, Primary 

growth stage; white arrow, somatic cell; asterisk, cavity resulting from oocyte apoptosis. Scale bar, A,B,100μm; C-H,50μm. 
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图 2  斑马鱼 igf3 和 scp3 的组织表达模式。T：精巢、O：卵巢、B：脑、L：肝脏、I：肠、K：肾脏、H：心脏、SP：脾脏、

M：肌肉、NC：阴性对照、PC：阳性对照、ef1α为内参。 

Fig. 2  Tissue expression patterns of igf3 and scp3 in zebrafish. T, testis; O, ovary; B, brain; L, liver; I, intestines; K, kidney; H, heart; 

Sp, spleen; M, muscle; NC, negative control; PC, positive control; ef1α, internal control. 

 

图 3 EE2 对斑马鱼 vasa（A）、scp3（B）及 igf3（C）表达的影响。*：差异显著（P<0.05）；N=6。  

Fig.3 Influences of EE2 on the expressions of vasa (A), scp3 (B) and igf3 (C) in zebrafish. Asterisk, significant difference (P<0.05); 

N=6. 

 

图 4 vasa 在斑马鱼滤泡发生过程中表达的变化。PG：初级生长期；PV：卵黄生成前期； EV：卵黄发生早期；MV：卵黄发生

中期；FG：成熟卵母细胞；*：差异显著（P<0.05）；N=6。 

Fig.4 The expressions of vasa during folliclegenesis in zebrafish. PG, Primary growth stage; PV, Pre-vitellogenic stage; EV, Early 

app:ds:positive
app:ds:control
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vitellogenic stage; MV, Mid-vitellogenic stage; FG, Full-grown stage; Asterisk, significant difference (P<0.05); N=6.  
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Animal Sciences 

The inhibition of 17α-ethynylestradiol on zebrafish (Danio rerio) 

ovarian development and oogenesis  

 

GUO Xueming, LI Yingwen, YIN Pan, LIU Zhihao
*
 

(School of Life Sciences, Chongqing Normal University, Chongqing Engineering Research Center of Bioactive Substances, Chongqing 

Key Laboratory of Animal Biology, Chongqing 401331, China)  

Abstract: To investigate the influences of 17α-ethynylestradiol (EE2) on fish ovarian development and oogenesis, female zebrafish 

(Danio rerio) adults were exposed to EE2 (0.1, 1 and 10μg/L) for 20 days. Histological results demonstrated that all doses of EE2 gave 

rise to serious impacts on zebrafish ovarian development and oogenesis. In order to elucidate the possible mechanisms involved, the 

expression levels of vasa, scp3 and igf3 genes, which closely related to ovarian development and meiosis in zebrafish, in response to 

different doses of EE2 were examined by semi-quantitative RT-PCR. Results revealed that the expressions of scp3 and igf3 were 

dramatically down-regulated after EE2 exposure in dose- and time-dependent manners, while the expression of vasa remained relative 

stable. Therefore, we speculated that EE2 inhibited zebrafish ovarian development and oogenesis, possibly by the inhibition on igf3 

expression and meiosis. 

Keywords: 17α-ethynylestradiol; Danio rerio; ovarian development; oogenesis; gene expressions 

 

 


