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摘要:【目的】研究三丁基锡(Tributyltin,TBT)长期暴露对雌性斑马鱼(Daniorerio)卵子发生的影响。【方法】用100,500
ng·L-1的TBT连续暴露斑马鱼雌性成鱼28d,设置无TBT暴露的对照组,并用组织学的方法检测了TBT对斑马鱼卵

子发育和卵子发生的影响;同时采用定量RT-PCR方法研究了TBT影响斑马鱼卵子发生的分子机制。【结果】与对照组

的情况相比:1)TBT降低了斑马鱼卵巢质量和性腺成熟系数(GSI),导致早期卵母细胞增多、完全生长期卵母细胞减少和

卵母细胞凋亡;2)TBT上调了20β-hsd,cyp17a2,fshr和lhr基因的表达量;下调了孕激素膜受体合成相关基因mprα和

雌激素合成主要基因cyp19a1a 的表达量。【结论】TBT可能通过抑制雌激素合成分泌,造成卵子发育受阻;并可能通过

抑制孕激素膜受体合成和降低孕激素效应,导致排卵受阻和成熟卵母细胞凋亡。
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大量调查研究发现,人类活动产生的多种有机化合物能够造成动物内环境稳态失衡、内分泌紊乱、发育减

缓、生殖障碍和行为异常等,因而被称为内分泌干扰物[1]。有机锡如三丁基锡(Tributyltin,TBT)和三苯基锡

(Triphenyltin,TPT)是常用的大型海洋船防污剂和木材防腐剂[2]。在船舶港口和通航量大的航道,有机锡在底

泥中的含量较高,且不易降解[2]。其中,TBT半衰期较长,难降解,在淡水中降解周期为42~150d,在底泥厌氧

条件下的降解周期可达数十年。因此,水环境中TBT的污染值得人们警惕[2]。在全球近海海域,港口海水中

TBT平均质量浓度可达到387.5ng·L-1,底泥中可达到14000ng·L-1;在中国天津港海域也检测出低质量

浓度的TBT污染,而上海黄浦江TBT质量浓度可达到424.3ng·L-1[3]。
有性生殖是包括人类在内的所有两性动物繁衍的基本手段。其中,卵子发生受雌性动物体内多种激素的调

控[4]。大量研究发现雌激素和孕激素在卵子发生过程中起重要作用[5]。有研究报道,TBT具有芳香化酶(雌激

素合成酶)抑制剂活性,因此TBT暴露可改变内源雌激素水平,造成腹足类(Gastropoda)动物的性畸变,诱导雌

性雄性化、卵子发生延迟、滤泡细胞凋亡等一系列生殖损伤,严重干扰水生动物的繁殖[6]。尽管TBT也能造成

雌鱼第二性征退化,导致鱼类产卵量下降等诸多繁殖损伤,但内在机理不明。为此,本研究以斑马鱼(Danio
rerio)雌性成鱼为研究对象,用质量浓度为100,500ng·L-1的TBT分别对实验鱼进行28d的浸浴处理,通过

组织切片检测TBT对斑马鱼卵子发生的影响,并用定量PCR(QuantitativeRT-PCR,qRT-PCR)方法检测参与

鱼类卵子发生相关基因cyp19a1a,cyp17a1,cyp17a2,20β-hsd,fshr,lhr,mprα和mprβ的表达变化,以期揭示

TBT损害斑马鱼雌性卵子发生的分子机理。

1材料与方法

1.1实验试剂和仪器

主要试剂:TBT(Sigma公司);RNA提取试剂、RNAisoplus试剂盒(TaKaRa公司)。
主要仪器:Eclipse90i型光学显微镜(Nikon公司);CFX96型实时定量PCR仪(Bio-Rad公司);Nano-Drop

2000型微量分光光度计(Thermo公司)。
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1.2实验材料与处理

实验用野生型斑马鱼雌性成鱼(AB系,120d龄)购自国家斑马鱼资源中心(武汉),平均体质量(0.45±
0.05)g,在进行TBT暴露前于恒温循环水养殖系统驯养14d。驯养水温为(28±0.5)℃,光周期为14h光

照 10h黑暗),水质参数如硝酸盐、亚硝酸盐、溶氧等物质的含量及pH都控制在正常范围内。
设置1个100ng·L-1的TBT暴露处理组(TBT-L)、1个500ng·L-1的TBT暴露处理组(TBT-H)和1个

不含TBT仅含质量分数为0.05‰的TBT助溶剂DMSO的对照组(CK)浸浴处理雌性斑马鱼,TBT质量浓度的

梯度选择参照环境中TBT质量浓度[3]。每组设置3个平行缸,每缸选取12尾鱼放入30L体积的玻璃缸内,加
水25L,每日喂食3次,换水1次,保持氧气光照充足,连续暴露28d。处理结束后,首先在每缸中随机取3尾斑

马鱼,测 量 体 质 量、体 长;解 剖 后 测 定 卵 巢 质 量,并 计 算 性 腺 质 量 与 体 质 量 的 比 值 即 性 腺 成 熟 系 数

(Gonadosomaticindex,GSI)。然后,在每缸中再随机取3尾斑马鱼卵巢,波恩氏液固定后,用于组织学切片。最

后,取出每缸中剩余6尾斑马鱼的卵巢,将每2尾鱼卵巢作为1个样品,由此每组有9个样品;将样品液氮速冻,
于-80℃保存,用于总RNA的提取。

1.3组织学观察

用质量分数为1%的 MS-222麻醉斑马鱼后,迅速解剖取出卵巢,置于波恩氏液中固定24h。经不同体积分

数梯度乙醇脱水和二甲苯透明后,石蜡包埋。以5μm的厚度进行组织切片,苏木素-伊红(HE)染色,中性树胶

封片,用光学显微镜观察、拍照。

1.4qRT-PCR
  取斑马鱼卵巢,分别加

入1.0 mL RNAisoplus于

玻璃匀浆器中匀浆,提取总

RNA。用质量分数为1%的

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 总

RNA样品的完整性,并用微

量分光光度计测定总 RNA
样品的纯度和浓度,260nm/

280nm的OD值在1.8~2.0
之间。取500ng总RNA按

照 PrimeScriptRTreagent
Kit(TaKaRa)说明书去除基

因组 DNA,并进行反转录。
合成的第一链cDNA稀释5
倍后-20℃保存备用。

用在 线 引 物 设 计 软 件

(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer-blast/)设 计

目的基因cyp19a1a,cyp17a1,

cyp17a2,20β-hsd,fshr,lhr,

mprα 和 mprβ 和 管 家 基 因

ef1α 的定量PCR引物,引物

信息如表1所示。定量PCR
反应包含0.3μmol·L-1引

物,1×SybrGreenmastermix
(TaKaRa),2μLcDNA,反应

表1 引物及其序列

Tab.1 Primersandtheirsequences

引物名称 引物序列 Genbank序列号

cyp19a1a-F 5'-CGGATCGGGTCCTCGGTCGT-3'

cyp19a1a-R 5'-CGGCTGCTGCGACAGGTTGT-3'
KF296362

cyp17a1-F 5'-TCTGATGAGCCTGGTGAG-3'

cyp17a1-R 5'-ATGAGCAGTTTGTGGGAG-3'
KJ905722

cyp17a2-F 5'-GCAAAGAGGGTCAGGTGG-3'

cyp17a2-R 5'-AGCAGGAACGCTATGGTC-3'
XM017353614

20β-hsd-F 5'-TCGTTCATTCGTTGGGATA-3'

20β-hsd-R 5'-TGCCCTCCTCTGAAGC-3'
EU918603

fshr-F 5'-TCTGATGAGCCTGGTGAG-3'

fshr-R 5'-GTACACGAAGACTGAATCAACCCC-3'
AY278107

lhr-F 5'-AAGGACGAGTCGCTGAAAC-3'

lhr-R 5'-GATTCATTGTGGCGTATTCA-3'
AY714133

mpra-F 5'-CATAATCACGGGCTACAGGC-3'

mprα-R 5'-TCGCAGGAAGTCTACGGTTT-3'
NC_007127

mprβ-F 5'-AGTGGAGTTTTGGGTCGTTTG-3'

mprβ-R 5'-TGACATTGGAAGAGGCTACAGA-3'
NC_007131

ef1α-F 5'-ACAACCCTGCCAGTGTTGC-3'
ef1α-R 5'-GTACCGCTAGCATTACCCT-3'

AY422992

体积为20μL。定量PCR反应参数为:95℃预变性30s;95℃变性5s,40个循环;60℃退火30s;72℃延伸

10s。反应时,同时做阴性对照并检测熔解曲线,以保证每个样品中仅有1个PCR产物,且cDNA未受污染。在
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实验前,本研究已确认ef1α基因的表达不受所用药物影响。随后,用qRT-PCR的方法检测上述基因的相对表

达水平变化。本研究所用引物的扩增效率总体相似,约为96.3%~105.1%。目的基因与ef1α基因的相对表达

量用2-ΔΔCt的方法进行计算[11]。

1.5数据统计

实验结果用SPSS13软件进行统计分析,当p<0.05时,统计结果具有统计学意义。柱形图用GraphPad
Prism6(SanDiego,CA)进行绘制。

2结果

  注:不同字母表示差异具有统计学意义(p<0.05)。

图1 TBT处理对雌性斑马鱼体质量、

体长、卵巢质量和GSI的影响

Fig.1 InfluencesofTBTexposuresonthebodymass,

bodylength,ovarymass,andGSIofzebrafishfemales

2.1对体质量、体长、卵巢质量和GSI的影响

图1a-b显示,3个处理组的斑马鱼雌性成鱼

的体质量和体长差异均不具有统计学意义。与

CK的卵巢质量相比,TBT-L和TBT-H的卵巢质

量呈剂量依赖性下降;其中TBT-H的卵巢质量与

CK的卵巢质量相比差异具有统计学意义(p<
0.05)(图1c)。与 CK 的 GSI相 比,TBT-L 和

TBT-H组的GSI也呈剂量依赖性下调,且与CK
的GSI差异均具有统计学意义(p<0.05)(图
1d)。

2.2对卵巢结构的影响

CK卵巢内具有发育不同时期的卵母细胞,成
熟卵母细胞相对较多(图2a)。与CK相比,TBT-
L卵巢内卵黄生成前期(PV)卵母细胞数量有增

多的趋势(图2b)。TBT-H 卵巢内初级生长期

(PG)和PV期卵母细胞数量均有增多的趋势,未
发现完全生长期(FG)卵母细胞,且出现凋亡的卵

母细胞(图2c)。

  注:白色箭头:初级生长期卵母细胞;黑色箭头:凋亡的卵母细胞;PV:卵黄生成前期;EV:卵黄生成早期;MV:卵黄生成中期;FG:完全生长期。

标尺长度为50μm。

图2 TBT对斑马鱼雌性成鱼卵巢结构的影响

Fig.2 InfluencesofTBTexposuresonovarianstructuresofzebrafishadults

2.3对卵巢类固醇合成酶的影响

图3显示:1)TBT-L和TBT-H与CK相比,前两者的cyp17a1 和mprβ基因相对表达水平有下调趋势,但
与后者的这两个指标相比均无统计学意义上的差异。2)TBT-L和TBT-H的cyp17a2、20β-hsd、fshr、lhr基因

相对表达水平较CK的这几项指标而言均有明显上调,且差异均具有统计学意义(p<0.05)。3)TBT-L和

74第2期               肖伟洋,等:三丁基锡抑制雌性斑马鱼卵子发生



TBT-H的cyp19a1a 基因相对表达水平呈剂量依赖性下降,3个处理组的该项指标差异均具有统计学意义上的

差异(p<0.05)。4)TBT-L和TBT-H与CK相比,前两者的mprα基因相对表达水平有所下调,与后者的该项

指标差异具有统计学意义(p<0.05),但TBT-L和TBT-H的该项指标无统计学意义上的差异。

3讨论与结论

   注:不同字母表示某一基因在不同处理组的相对表达水平差异具有统计学意义(p<0.05)

图3 TBT处理对斑马鱼雌性成鱼卵子发生相关基因的影响

Fig.3 InfluencesofTBTexposuresontheexpressionsof
oogenesisrelatedgenesinzebrafishfemales

本研究中,不同质量浓度的

TBT暴露对斑马鱼体质量和体长

均无统计学意义上的影响,其中原

因可能是所用实验鱼为成鱼,已经

生长发育完全。不同质量浓度的

TBT暴露均降低了斑马鱼性腺质

量和GSI,表明 TBT能明显损害

斑马鱼的卵巢发育和卵子发生,这
与 对 其 他 鱼 类 的 研 究 结 果 一

致[2-14]。与之相对应的是,在TBT
暴露后,斑马鱼雌性卵巢中早期卵

母细 胞 有 增 多 的 趋 势,而 且 在

TBT-H中,FG的卵母细胞完全消

失,并出现凋亡的卵母细胞。上述

结果表明,TBT暴露可能阻碍卵

母细胞的早期发育和生长,并导致

卵母细胞的最后发育和成熟,从而

抑制斑马鱼卵巢发育和卵子发生。
性类固醇激素尤其是雌激素

和孕激素在鱼类卵子发生中起重要作用[15]。雌二醇(17β-estrodial,E2)和二羟黄体酮(17α,20β-DP,DHP)分别

是大多数鱼类(包括斑马鱼)主要的雌激素和孕激素[16]。有研究发现,E2主要在卵巢合成,而cyp17a1和芳香化

酶(cyp19a1a)是合成E2的关键酶[17]。本研究发现:在TBT暴露后,尽管cyp17a1 基因相对表达水平没有明显

变化,但与CK的cyp19a1a 基因相对表达水平相比,两个TBT暴露处理组的该指标有统计学意义上的下调(p
<0.05),暗示TBT可能抑制斑马鱼雌鱼卵巢中E2的合成。这与其他相关研究的结果一致[2-14],也与本研究组

织学切片中显示的TBT暴露处理组的早期卵母细胞增多(细胞生长和发育受阻)一致。DHP是鱼类主要的孕

激素,参与生殖细胞的成熟、排卵和排精[17]。DHP的合成需要卵巢中cyp17a2和20β-HSD的参与。本研究发

现,两个TBT暴露处理组的cyp17a2 和20β-hsd 基因相对表达水平与CK的这两项指标相比有统计学意义上的

上调(p<0.05),暗示两个TBT暴露处理组卵巢DHP合成能力的增强。与DHP合成酶相关基因表达上升不

同,两个TBT暴露处理组中孕激素膜受体mprα基因相对表达水平与CK的相比则有统计学意义上的下调(p<
0.05)。由于DHP促进鱼类卵母细胞成熟和排卵必须有mprα 基因的参与[18],因此在本研究中尽管TBT暴露

导致DHP的合成增强,但由于它的受体水平下降,最终可能导致卵母细胞成熟及排卵受阻,长期排卵受阻则造

成细胞凋亡[19-20]。这也与本研究发现在TBT-H卵巢中卵母细胞凋亡的情形完全一致。
综上所述,本研究用TBT暴露处理雌性斑马鱼成鱼28d,导致斑马鱼卵子发生严重障碍。qRT-PCR

的结果显示:与CK相比,TBT暴露导致雌激素合成酶基因cyp19a1a 相对表达水平有统计学意义上的下

降(p<0.05),从而抑制雌激素的合成,并导致早期卵母细胞数量增多;相反,与CK相比,导致孕激素合成

酶基因cyp17a2 和20β-hsd 相对表达水平有统计学意义上的上升(p<0.05),可能导致孕激素合成分泌的

增强;然而,TBT暴露导致在孕激素发挥促卵母细胞成熟中起重要作用的受体 mprα基因相对表达水平与

CK的该指标相比有统计学意义上的下调(p<0.05),从而降低了孕激素的效应。TBT暴露后的上述基因

相对表达水平变化可能导致卵母细胞成熟延滞及排卵受阻,致使成熟卵泡数量减少,且发生卵母细胞

凋亡。
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AnimalSciences

TributyltinInhibitedOogenesisofFemaleZebrafish

XIAOWeiyang,LIYingwen,WANGYaqin,LIUZhihao
(ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Toinvestigateeffectsoflong-termtributyltin(TBT)exposureonoogenesisoffemalezebrafish.[Methods]

Adultzebrafish(Daniorerio)femaleswerecontinuouslyexposedtotwodosesofTBT(TBT-low:100ng·L-1;TBT-high:500ng·

L-1)andcontrolgroup(unexposedtoTBT)for28days.TheeffectsofTBTonoogenesisandeggproductionofzebrafishdetectedby
histological,andRT-PCRwasadoptedtostudythemolecularmechanismofTBTimpacttheoogenesisofzebrafish.[Findings]

Resultsrevealedthat,TBTcauseddecreasedovaryweightandgonadosomaticindex(GSI),aswellasvariousimpairmentsinovaries
(suchasenhancednumberofearlyoocytes,decreasedfullgrownoocytesandapoptoticoocytes).TBTalsoincreasedtheexpressions
of20β-hsd,cyp17a2,fshrandlhr,suppressedtheexpressionsmprα,andcyp19a1ainovary.[Conclusions]TBTmight,onthe
onehand,suppressedtheexpressionsofcyp19a1a,resultingindecreasedproductionofestrogenandthesubsequentarrestedoocyte
development;ontheotherhand,inhibittheexpressionsofmprα,leadingtodeclinedeffectsofprogestinsandsubsequentdelayed
oocytematurationandenhancedapoptosis.
Keywords:tributyltin;femalezebrafish;impairedoogenesis;geneexpression
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