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摘要:用E2、EE2、DES、4-t-OP、4-NP、BPA等6种环境雌激素暴露雄性斑马鱼(Daniorerio)成鱼120d。对暴露后斑马鱼

精巢的组织学观察发现,其中精子的发生被明显抑制,精子大量丢失,出现空腔;早期生殖细胞大量增生。采用半定量

RT-PCR对暴露后斑马鱼精巢发育和精子发生相关基因的表达进行研究,结果表明联合处理后,斑马鱼精巢中雄激素合

成酶基因P45011β、cyp17a1 的表达显著下调(p<0.05),而孕激素合成酶基因20β-hsd 和雌激素合成酶基因cyp19a1a
的表达量没有显著变化,但雌激素受体基因esr1 的表达则显著上调(p<0.05);减数分裂标记基因dmc1 没有显著变化,

而scp3 基因的表达则显著下调(p<0.05)。另外,视黄酸(Retinoicacid,RA)合成酶基因aldh1a2 的表达显著上调(p<

0.05),而RA降解酶基因cyp26b1 的表达则无显著变化。研究推测多种环境雌激素的联合处理可能通过下调雄激素合

成酶的表达、上调雌激素效应和增强减数分裂起始并抑制减数分裂后期过程诱导斑马鱼成鱼精子发生障碍;因此多种环

境雌激素低剂量联合暴露对渔业资源造成的生殖风险值得警惕。
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环境雌激素是一类能影响和扰乱动物机体内分泌系统的外源雌激素样化学物质[1],广泛分布于水体中,在
主要海域、江河、湖泊均可检测到环境雌激素污染[2-7]。2012年Jiang等人调查发现,在中国松花江、辽河、海河、
长江、淮河、珠江等主要六大江系中均存在不同程度的环境雌激素污染[8],且有持续恶化的态势[9]。但多种环境

雌激素(低剂量)联合暴露对鱼类生殖风险的研究尚未见报道。
过去,人们一直认为环境雌激素在自然水平下含量极低,不足以对鱼类配子发生造成严重的影响。为研究

多种环境雌激素(低剂量)联合处理对鱼类配子发生的影响,本研究以雄性斑马鱼(Daniorerio)成鱼为研究对

象,用与长江某区段雌激素种类及含量最大值相同的环境雌激素联合暴露120d,用组织学方法检测斑马鱼精巢

的变化。为研究其中分子机制,采用半定量RT-PCR,对精巢发育和精子发生相关基因在药物处理后的表达水

平进行了检测。这些基因包括:雄激素合成酶基因(P45011β、cyp17a1)、孕激素合成酶基因(20β-hsd)、雌激素

相关基因(cyp19a1a、esr1)、减数分裂标记基因(dmc1、scp3)和视黄酸(Retinoicacid,RA)合成与降解相关基因

(aldh1a2、cyp26b1)。本研究对于揭示多种环境雌激素联合暴露对渔业资源造成的生殖风险具有重要意义。

1 材料与方法

1.1实验试剂和仪器

实验所用药品和仪器主要有:雌二醇,17β-estradiol(E2);乙炔基雌二醇,17α-ethinylestradiol(EE2);己烯雌

酚,diethylstilbestrol(DES);4-t-辛基酚,4-t-octylphenol(4-t-OP);4-壬基酚,4-nonylphenols(4-NP);双酚A,bi-
sphenolA(BPA)(Sigma公司);总RNA提取试剂盒Trizol(Invitrogen公司);逆转录试剂盒(TaKaRa公司);
光学显微镜(Leica公司);MycyclerPCR仪(Bio-Rad公司);NanoDrop2000微量分光光度计2000(Thermo公

司);GelDoc2000凝胶成像系统(Bio-Rad公司)。

* 收稿日期:2015-10-30  修回日期:2015-11-20  网络出版时间:2016-04-29 18:37
资助项目:重庆师范大学校级基金(No.13XLZ08);淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室项目(No.FFRD-2012-2)

作者简介:张群芳,女,研究方向为鱼类生理生化,E-mail:13340213460@163.com;通信作者:刘智皓,副教授,E-mail:minenut@163.com
网络出版地址:http://www.cnki.net/kcms/detail/50.1165.n.20160429.1837.022.html



1.2实验材料与处理

实验用雄性AB系斑马鱼成鱼购自上海热带观赏鱼养殖基地,平均体质量(0.360±0.051)g,实验前于恒温

循环水养殖系统中暂养,连续曝气,饲养水温(28±1)℃,光照周期为14h光照∶10h黑暗。
设置1个实验组,养殖水体中所含雌激素种类和剂量与表1中所列相同,并加入0.05‰ DMSO为助溶

剂[8];同时设立1个对照组,养殖水体中仅加入0.05‰DMSO。随机取25尾实验鱼放入30L的玻璃缸中,每日

换水1次,喂食3次,处理120d,每组设置3个平行缸。所有鱼缸连续适量充气,水体温度控制在(28±1)℃,光
照周期为14h光照∶10h黑暗。处理结束后,每组取6尾(每缸2尾)实验鱼精巢用于组织学观察;同时,每组取

9尾(每缸3尾)实验鱼精巢用于总RNA的提取。

表1 长江某区段雌激素含量最大值

Tab.1 AsectionofthemaximumconcentrationofestrogeninYangtzeriver  ng·L-1

E2 EE2 DES 4-t-OP 4-NP BPA

1.78±0.10 2.67±0.09 2.07±0.16 65.26±3.89 230.84±16.52 276.97±20.48

  注:其中主要区段为江苏省南京市栖霞区到上海市宝山区,表中数据来自文献[8]。

表2 引物及其序列

Tab.2 Primersandtheirsequences

引物名称 引物序列(5′~3′) 序列号

P45011β-F

P45011β-R

CTGGGCCACACATCGAGAG

AGCGAACGGCAGAAATCC
FJ713105

cyp17a1-F

cyp17a1-R

TCTGATGAGCCTGGTGAG

ATGAGCAGTTTGTGGGAG
KJ905722

cyp19a1a-F

cyp19a1a-R

CGGATCGGGTCCTCGGTCGT

CGGCTGCTGCGACAGGTTGT
KF296362

20β-hsd-F

20β-hsd-R

TCGTTCATTCGTTGGGATA

TGCCCTCCTCTGAAGC
EU918603

esr1-F

esr1-R

ACTCTCACCCATGTACCCTAAGG

CGGGTAGTATCCCACTGAAGC
NM152959

dmc1-F

dmc1-R

GAGGCTGAAGGACATCG

TCCAGCCGTAATGGCAA
NM001020782

scp3-F

scp3-R

GCGTTTGTTTGTTGGATT

CACCGTCAGTATGTTTGG
AY601674

aldh1a2-F

aldh1a2-R

TCCAGGAAGCCGACAAGG

CCAGGGTAGCAAGGTAAGCA
AF288764

cyp26b1-F

cyp26b1-R

TGTCAGGAGGATACAGAATAGC

AGCCGAGGTGTCATGGGT
NM212666

ef1α-F

ef1α-R

ACAACCCTGCCAGTGTTGC

GTACCGCTAGCATTACCCT
AY422992

1.3组织学研究

实验鱼冷冻麻醉后解剖出精巢,波恩氏液固定24h。经梯度乙醇脱水和二甲苯中透明,60℃石蜡包埋。随

后进行4μm组织学切片,HE染色,中性树胶封片后在DM2700M光学显微镜上拍照。

1.4半定量RT-PCR
取-80℃保存备用的实验鱼精巢,解

冻后 用 Trizol匀 浆,提 取 总 RNA。总

RNA用1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA完

整性,微量分光光度计检测RNA纯度和浓

度。取1μg总 RNA 按照逆转录试剂盒

(TaKaRa公司)说明书去除基因组 DNA
并进行反转录,合成第一链cDNA,1∶3稀

释后于-20℃保存。随后,用半定量RT-
PCR检测 P45011β、cyp17a1、cyp19a1a、

20β-hsd、esr1、dmc1、scp3、aldh1a2、

cyp26b1 基因的 mRNA表达变化(上述基

因扩增的循环数均在各自的线性增长期

内),所用引物见表2。本研究所用看家基

因为ef1α。目的基因扩增条件为:94℃、

3min;28~30个循环的94℃、30s,60℃、

30s,72℃、30s;后 延 伸 7 min;ef1α:

94℃、3 min,25个 循 环 的94 ℃、30s,

60℃、30s,72 ℃、30s;后 延 伸7 min。

PCR产物在1.0%琼脂糖凝胶上电泳(EB
染色),成像后采用凝胶分析软件Quantity
One进行光密度分析。

1.5数据统计

实验结果用SPSS13.10软件(SPSS,

Chicago,IL,USA)进行差异比较,当p<
0.05时视为差异显著。柱形图用GraphPad
Prism5(SanDiego,CA,USA)进行绘制。
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2结果

2.1对精子发生的影响

 a 对照组                b 联合处理组

  注:黑色箭头-精原细胞;白色箭头-精母细胞;黑色三角形-精子细胞;白色三角形-精子;星号-生殖细

胞丢失形成的空腔。

 图1 联合处理影响斑马鱼精子发生的组织学观察

Fig.1 Influencesofcombinationtreatmentonspermatogenesisinzebrafish

对照组斑马鱼精巢形态

正常:众多生精小管内有不

同发育时期的生精小囊,囊
内有同一发育时期的生殖细

胞(图1a)。联合处理120d
后,斑马鱼的精子发生被明

显抑制:精细胞时期的生精

小囊减少,精子大量丢失,出
现空腔;早期生殖细胞(精母

细胞)则大量增生(图1b)。

2.2对相关类固醇合成酶基

因表达量的影响

半定量RT-PCR结果显

示,联合处理120d后,斑马

鱼精巢中雄激素合成酶基因P45011β和cyp17a1 的表达被显著抑制(p<0.05)(图2a、b),尤其是P45011β的

表达被下调了1倍。而雌激素合成酶基因cyp19a1a(图2c)和孕激素合成酶基因20β-hsd(图2d)的表达则没有

显著变化。

   
a P45011β           b cyp17a1           c cyp19ala           d 20β-hsd

注:星号表示差异显著(p<0.05),样本量n=9;下同。

图2 联合处理对类固醇合成酶基因P45011β,cyp17a1,cyp19a1a和20β-hsd 表达量的影响

Fig.2 Influencesofcombinationtreatmentontheexpressionsofgenesofsteroidogenicenzymes

P45011β,cyp17a1,cyp19a1a,and20β-hsd

图3 联合处理对雌激素受体(esr1基因)表达水平的影响

Fig.3 Influencesofcombinationtreatmentonthe

expressionoftheestrogenreceptor1(esr1gene)

2.3对雌激素受体基因表达水平的影响

半定量RT-PCR结果显示,联合处理120d后,斑马

鱼雌激素受体基因esr1 的表达显著上调(p<0.05)。

2.4对减数分裂标记基因dmc1和scp3的影响

半定量RT-PCR结果显示,联合处理120d后斑马鱼

精巢中的减数分裂标记基因dmc1 的表达没有显著变化

(图4a),而scp3 的表达则被显著抑制(p<0.05)(图4b)。

2.5对RA合成与降解的影响

半定量RT-PCR结果显示,联合处理120d后,斑马

鱼精巢中RA合成酶基因aldh1a2 的表达显著升高(p<
0.05)(图5a),而RA降解酶基因cyp26b1 的表达则没有
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显著变化(图5b)。

      a dmc1            b scp3

图4 联合处理对减数分裂标记基因dmc1和scp3的影响

Fig.4 Influencesofcombinationtreatmentontheexpressionof

dmc1geneandscp3gene

      a aldh1a2         b cyp2661

图5 联合处理对aldh1a2和cyp26b1基因的影响

Fig.5 Influencesofcombinationtreatmentonthe

expressionofaldh1a2geneandcyp26b1gene

3分析与讨论

大量研究表明,各种剂量的环境雌激素均可能严重干扰鱼类正常的精巢发育和精子发生[10-15]。但与实验室

研究不同,自然环境中的雌激素污染并非单一化合物造成。目前,已有学者用多种污染物(环境相当剂量)联合

处理研究对鱼类性别的影响[16],但尚无多种环境雌激素(低剂量)影响鱼类精子发生的报道。本研究用多种环境

雌激素(E2、EE2、DES、4-t-OP、4-NP和BPA)[8]对斑马鱼进行长期(120d)暴露实验。尽管暴露剂量很低(相当

于6ng·L-1的EE2[17]),但本研究发现,长期联合暴露仍能严重干扰斑马鱼的精巢发育及精子发生过程,主要

表现为:精子大量减少、精巢空腔化及早期生殖细胞(精母细胞)明显增多。
雄激素(主要是11-酮基睾酮(11-Ketotestosterone,11-KT))在硬骨鱼类精子发生中起决定性作用[18]。而

P45011β是参与合成鱼类11-KT最重要的类固醇合成酶之一,该酶基因表达水平的高低决定着雄激素的分泌水

平。有研究发现,雌激素暴露会降低斑马鱼精巢中雄激素的水平[12,19]。本研究也发现,药物处理后斑马鱼精子

发生被显著抑制;同时,不仅雄激素合成酶基因P45011β的表达被显著下调(p<0.05),合成雄激素前体的核心

酶基因cyp17a1[20]的表达也被显著抑制(P<0.05)。因此本研究推测,药物处理后,雄激素合成相关酶表达下调

可能是斑马鱼精子发生障碍的直接原因。
芳香化酶是催化雌激素合成的关键限速酶,该酶基因cyp19a1a 的表达水平与雌激素的合成水平呈正相

关[21-23]。有研究表明,雌激素暴露可促进精巢内cyp19a1amRNA的表达[24-25]。本实验中,cyp19a1a 基因的表

达水平并未显著变化,表明联合处理后雌激素水平可能变化不大。然而,联合处理后斑马鱼精巢中雌激素受体

基因esr1 的水平显著上升(p<0.05)。已知雌激素主要与I型雌激素受体(esr1)直接结合发挥生理效应[26-27],且
外源雌激素可通过上调esr1 基因的表达水平增强雌激素效应[28]。因此,尽管药物处理后,斑马鱼内源雌激素水

平可能没有显著变化,但雌激素受体基因表达的上调,可能增强了雌激素的总体效应,并可能随之诱发斑马鱼的

精巢发育和精子发生障碍。
二羟黄体酮(17α,20β-DP,DHP)在鱼类精子的成熟和排精过程中起决定性作用[29-30],20β-hsd是合成DHP

的关键酶,催化17-HP(17α-hydroxyprogesterone)向DHP的转化[31]。本研究结果显示,药物处理后,20β-hsd
基因的表达并没有显著变化。因此可以推测,药物处理后,斑马鱼雄鱼精子发生障碍可能与DHP合成酶表达水

平无关。
有研究表明,环境雌激素导致的鱼类精子发生障碍除与内源激素水平的变化有关之外,还与减数分裂被抑

制密切相关[32-33]。对斑马鱼的研究发现,DES能显著抑制减数分裂标记基因dmc1 的表达,从而抑制减数分

裂[32]。而本研究发现,联合处理后,斑马鱼精巢中dmc1 的表达没有显著变化,这可能与本研究所用药物剂量较

低有关。另有研究表明,2.72μg·L-1的E2短期处理雄性斑马鱼能通过抑制scp3 基因的表达阻碍斑马鱼的减

数分裂[12],这与本研究结果相似。因此,本研究推测联合处理能够通过抑制基因scp3 而非dmc1 的表达抑制斑

马鱼的减数分裂,从而导致了精子数量急剧下降。
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关于发育早期的生殖细胞数量为何增加,有研究认为 RA 为哺乳类、鸟类及两栖类减数分裂起始所必

需[34-38]。在哺乳动物的胚胎发育过程中RA的水平增高,减数分裂的起始便会提前,胚胎性腺便会朝着雌性方

向发展,反之则朝雄性发展[39]。脊椎动物(包括硬骨鱼类)的性腺中,RA水平是由RA合成酶(主要是aldh1a2)
和降解酶(主要是cyp26b1)协同作用完成的[33,39]。本研究中,联合处理后aldh1a2 基因的表达水平显著上升

(p<0.05),而cyp26b1 的表达则没有变化,表明RA的水平可能会明显升高,进而促进精原细胞的分化和精原

细胞进入减数分裂的过程,并导致早期生殖细胞的大量增生。但由于减数分裂的后期过程被阻断(scp3 基因表

达受抑制),因此斑马鱼正常的精子发生可能被阻断在减数分裂前期,并导致早期生殖细胞大量增生而精子大量

减少。
综上所述,多种环境雌激素低剂量长期联合处理能严重抑制斑马鱼的精子发生。这种影响可能与药物处理

后雄激素合成酶水平的下调、雌激素效应升高、减数分裂受到抑制和RA水平的增加密切相关。因此,环境雌激

素诱导的斑马鱼精子发生障碍可能并非一个或少数几个基因的变化所致,而是一系列与精子发生相关基因表达

变化的共同结果。
尽管江河中存在多种环境雌激素已成为共识,但由于这些物质各自的剂量较低,因此人们往往忽视了雌激

素效应的叠加和长期作用影响鱼类配子发生的风险,使得这一类污染物的危害一直未能引起足够重视。而本研

究证实,尽管自然水域中环境雌激素的水平很低,但各种环境雌激素剂量的累加和暴露时间的延长仍会对鱼类

精子发生造成严重影响。因此,多种环境雌激素(低剂量)对鱼类的长期作用,仍可能对渔业资源造成危害,这种

生殖风险值得警惕。
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AnimalSciences

AVarietyofEnvironmentalEstrogensLowerDoseCombinationTreatmentInduces
SpermatogenesisDysplasiainZebrafish(Daniorerio)

ZHANGQunfang1,2,YINPan1,LIYingwen1,LIUZhihao1

(1.ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.KeyLaboratoryofFreshwaterFishReproductionandDevelopment,Chongqing400715,China)

Abstract:Malezebrafishexposedto17β-estradiol,17α-ethinylestradiol,diethylstilbestrol,4-t-octylphenol,4-nonylphenolsandbisphe-
nolfor120-days.Histologyresultshowedthat,thecombinationofthesedrugsseriouslyimpairedthetesticulardevelopmentand

spermatogenesisofzebrafish,includinggermcellloss,cavityresultingfromdecreasedspermcountandproliferationofspermato-
cytes.Semi-quantitativeRT-PCRresultsshowedthat,theexpressionsofenzymesresponsibleforandrogenproduction(P45011β,

cyp17a1)weresignificantlyinhibited,whiletheenzymesinvolvedinprogesterone(20β-hsd)andestrogen(cyp19a1a)production

remainedunchanged.However,theexpressionofestrogenreceptor1(esr1)wasup-regulated.Besides,theexpressionofscp3
(whilenotdmc1),themarkergeneformeiosis,wasdramaticallysuppressed.Furthermore,theexpressionofretinoicacid(Retino-
icacid,RA)synthase(aldh1a2)wassignificantlyelevated,whilethatofRA-degradingenzyme(cyp26b1)remainedunchanged.In

summary,westronglysuggestedthatthetesticulardysplasiaandspermatogenicarrestcausedbycombinationtreatmentmayresult

fromreducedandrogenenzymelevel,enhancedestrogeniceffect,andbothimprovedmeioticprophaseandarrestedmeiosisanaphase

inadultmalezebrafish.Inaword,moreattentionneedstobepaidtothepossiblereproductiveriskscausedbyrelevantconcentra-
tionsofenvironmentalestrogensinthenaturewaters.

Keywords:environmentalestrogens;zebrafish(Daniorerio);spermatogenicdysplasia;meiosis;geneexpressions
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