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摘要!#目的$考察低剂量镉!

2U

"暴露对斑马鱼!

05#,T3<3,T

"雌鱼卵子发生的影响%#方法$将成年雌性斑马鱼分为两组(

分别于不添加
2U

!K

!对照组"和
2U

!K质量浓度为
I

$

4

+

d

L#

!实验组"的水体中处理
)"U

(而后取实验鱼卵巢进行组织学
分析(并检测雌二醇!

Q!

"的含量以及下丘脑
F

垂体
F

性腺!

gZc

"轴和减数分裂中相关基因的表达量%#结果$

#

"与对照组
相比(实验组的卵巢中早期卵母细胞减少而成熟期卵母细胞增多'

!

"实验组血浆中
Q!

含量与对照组相比有明显下降(且
两者差异具有统计学意义!

2

)

"@"I
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)

"与对照组相比(实验组
gZc

轴中
'

#3JW

(

'

#3JX

(

$

KJ

%

(

@J

%

(

$

KJ3

及
@J3

基因的表达
上调(但

H

&2

YZ5Y8

和
H

&2

YZ5Y5

基因的表达下调'

G

"实验组与对照组相比(卵巢中减数分裂标记基因
C(HY

及减数分裂起
始相关基因

5@CJY5W

的表达量均具有统计学意义上的上升!

2

)

"@"I

"%#结论$研究所设置的
2U

暴露条件能干扰成年雌
性斑马鱼卵子发生过程关键调控基因的表达(并影响性激素水平及卵母细胞的正常发育%

关键词!低剂量镉'雌性斑马鱼'卵巢'雌二醇'卵子发生
中图分类号!
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文献标志码!
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文章编号!
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镉#

2U

&是一种难降解且具有高毒性的重金属$对生物体有广泛而复杂的危害)

#

*

$是生态环境保护重点防控
的环境污染物之一'由于人们在生产和使用颜料(电池(杀虫剂等活动后将含

2U

的工业和生活废料(废水排入
环境水体中$因而使之遭受不同程度的

2U

污染$并威胁到鱼类的生存和生长)

#

*

'水体中的
2U

主要通过鱼类的
呼吸(进食及体表渗透进入鱼体中)

!

*

'因
2U

在生物体内的半衰期长达
#"

#

)"/

且排出速率极低)

)

*

$所以
2U

容
易在生物体内富集'鱼体内富集的

2U

可与高分子有机化合物的羟基(氨基等侧基形成复合物来抑制酶的活性$

进而影响细胞的正常功能$对鱼类的生长发育和生殖带来不利影响)

GFD

*

'

鱼类的生殖主要受到下丘脑
F

垂体
F

性腺#

gZc

&轴的调控)

N

*

'下丘脑分泌的促性腺激素释放激素#

c.\g

&促
进脑下垂体前叶分泌促卵泡激素#

i=g

&和促黄体生成素#

dg

&这两种重要的促性腺激素#

cPg

&

)

$

*

'在鱼类生殖
调控过程中$

i=g

和
dg

通过血液循环到达性腺$并与之特异性受体结合$从而调控性腺发育和配子发生)

#"

*

'

这些激素作为
gZc

轴的关键信息因子与其他因子一起共同参与调控鱼类的发育和生殖)

$

*

'此外$减数分裂是
鱼类配子形成和遗传信息稳定传递的重要机制)

##

*

'目前虽已有大量关于
2U

暴露损害鱼类生殖功能的研究报
道$但有关低剂量

2U

暴露对鱼类
gZc

轴及减数分裂关键基因表达的影响研究较为缺乏'

斑马鱼#

05#,T3<3,T

&是毒理学研究的模式生物$可用于一般毒性测试和毒性机制研究)

#!

*

'本研究将成年雌
性斑马鱼分为两组$一组为不添加

2U

!K的对照组$另一组为
2U

!K暴露质量浓度为
I

$

4

2

d

L#的实验组'在
2U

暴露
)"U

后$解剖实验鱼取卵巢进行组织病理观察$并检测雌二醇#

Q!

&的含量以及
gZc

轴调控基因#

'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

$

@J

%

$

H

&2

YZ5Y8

$

$

KJ3

$

@J3

和
H
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YZ5Y5

&和减数分裂相关基因#

C(HY

$

K

&

H

2

X

$

5@CJY5W

和
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W[8Y

&的表
达量$以初步揭示低剂量

2U

暴露对鱼类生殖功能的潜在负面影响'

#

材料与方法
#@#

实验鱼的来源与饲养
从国家斑马鱼资源中心#武汉&购得野生型成年雌性斑马鱼#约

#!"U
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定时投喂商业饲料
)

次'养殖用水为曝气后的自来水$水温为
!Nl

左右$溶解氧质量浓度大于
*@"7

4

2

d

L#

$光
照周期为

#G3

光照
X#"3

黑暗'

#@!

实验处理与采样
随机选取发育良好(体质量相近#约

"@ID

4

&的斑马鱼置入
*

个规格为
I">7J!">7J)">7

且盛有
!"d

水
的玻璃缸中$每缸

!"

尾'然后以中国渔业水质标准中
2U

质量浓度小于或等于
I

$

4

2

d

L#为依据$向其中
)

个缸
中加入

2U20

!

溶液$使水体中
2U

!K质量浓度为
I

$

4

2

d

L#

$作为实验组%另外
)

个缸中不加
2U20

!

溶液$作为对照
组'每日更换缸内

#

"

!

体积的水并向实验组的缸中补充适量的
2U20

!

溶液使其中
2U

质量浓度保持在
I

$

4

2

d

L#

'

暴露期间斑马鱼的饲养条件同暂养期间一致'

2U

暴露时间为
)"U

'

暴露处理结束后$用
]=F!!!

对所有鱼进行麻醉'从每缸随机选
)

尾鱼$解剖后取卵巢放入波恩氏液中固
定$用于组织学分析%从每缸另取

)

尾鱼$置于冰上快速取出脑和卵巢并分别放入含有
#7d\%H6:&Z0,:

#

P/b/\/

&的离心管中$用液氮速冻并于
LN"l

保存$用于分析基因的表达水平%将每缸剩下的鱼断尾取血$血液
置于含有肝素钠的离心管中$

#"""-

2

76.

L#

$

Gl

离心
#"76.

$并取上清液于
LN"l

保存以用于
Q!

含量测定'

#@)

组织学分析
实验鱼的卵巢样品在波恩氏液中固定

!G3

后$用不同体积分数梯度#

D"k

$

N"k

$

$"k

和
#""k

&的乙醇进行
脱水$然后用石蜡进行包埋'将包埋材料于切片机上切片$切片厚度为

I

$

7

'然后用苏木精
F

伊红#

gQ

&染色$最
后用中性树胶封片'将对照组和实验组的切片各

$

张#每个切片对应
#

尾实验鱼&在光学显微镜#

8̂ !")C

$徕卡
仪器有限公司&下观察拍照$并统计卵巢中各时期的卵母细胞数量'

#@GQ!

含量测定
将实验鱼血浆样本解冻后$采用

2/

<

7/.

公司的酶联免疫吸附#

QdC=H

&试剂盒测定样本的
Q!

含量$操作步
骤严格按试剂盒说明书进行'

#@I

实时荧光定量
Z2\

依照
\%H6:&Z0,:

试剂盒操作指南分别提取实验鱼脑和卵巢的总
\%H

'总
\%H

的完整性通过琼脂糖凝
胶电泳检测$总

\%H

的浓度及
BA!*"

"

BA!N"

值用微量分光光度计#

%/.&U-&

R

%AF!"""

&测定'以提取的总
\%H

为模板$采用
Z-679=>-6

R

;

%

\P

试剂盒#

P/b/\/

&将之反转录成
>A%H

'取
#

$

d>A%H

#稀释
#"

倍&在
2iO$*

实时定量
Z2\

仪#

6̂&F\/U

&上使用
=â \Z-976_Q_P/

5

P]试剂盒#

P/b/\/

&进行实时荧光定量
Z2\

分
析$反应总体积为

#"

$

d

$其中包含
#

$

d>A%H

(

"@G

$

d

正向"反向引物(

)@!

$

d

双蒸水和
I

$

d=â \Z-976_Q_

P/

5

P]

$扩增条件为!

$Il

预变性
)":

$

G"

个循环的
$Il

变性
I:

(

*"l

退火
)":

和
D!l

延伸
)":

'基因的相对
表达量参照

d6'/T

等人)

#)

*的方法计算$所有基因引物序列详见表
#

$选择
<

$

Y

!

作为内参基因'

#@*

统计分析
实验数据均以

%mK

表示'采用独立样本
I

检验分析对照组和实验组的数据差异是否在
2

)

"@"I

水平上具
有统计学意义'

!

结果
!@#

卵巢组织学
与对照组#封二彩图

#/

&相比$在实验组卵巢中未发现明显的组织学病变$但初级生长期#

Zc

&卵母细胞分布
减少$而成熟期#

ic

&卵母细胞分布增多#封二彩图
#̀

&'进一步统计后发现$与对照组相比$实验组卵巢中的
Zc

细胞减少$卵黄发生中期#

]?

&和
ic

细胞增多$且上述差异均具有统计学意义#

2

)

"@"I

&#封二彩图
#>

&'

!@!Q!

含量和
gZc

轴关键调控基因表达量
与对照组相比$实验组

Q!

含量呈统计学意义上的减少#

2

)

"@"I

&#图
!/

&'较对照组而言$实验组脑组织中
'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

及
@J

%

基因的表达量均有所升高$但
H

&2

YZ5Y8

基因的表达量则有所降低$以上差异均具有统
计学意义#

2

)

"@"I

&#图
!̀

&'此外$与对照组相比$实验组卵巢中
$

KJ3

和
@J3

基因的表达量均明显升高$而
H

&2

YZ5Y5

基因的表达量则明显降低$且上述差异均具有统计学意义#

2

)

"@"I

&#图
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表
#
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Z2\

引物序列
P/̀@#

!
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5

Z2\

!

基因 引物序列
c9.̀/.T

序列号 文献来源

'

#3JW

i

!

InFccP2P2H2cc2PccPHP22PF)n

\

!

InFPc22P2c2HcHc2PP2H2PF)n

%]#N#G)$

文献)

#G

*

'

#3JX

i

!

InFPccP22HcPPcPPc2PcPPHcPPF)n

\

!

InF22PcHHPcPPc22P22HPPP2F)n

%]#N!NND

文献)

#G

*

$

KJ

%

i

!

InFPcHc2c2HcHHP2HcHHPcF)n

\

!

InFHcc2PcPccPcP2cHPPcPF)n

HaG!G)")

文献)

#I

*

@J

%

i

!

InFccH2H2c2HcHcH2H2PPF)n

\

!

InF2H22cHPH22cP2P2HPPPF)n

HaG!G)"G

文献)

#I

*

H

&2

YZ5Y8

i

!

InFH2PHHc2HHcP22P22c2PcPcPH22F)n

\

!

InFPPPHHH2HPH22cHPc2HPPc2HcH22F)n

Hi#N)$"N

文献)

#I

*

$

KJ3

i

!

InFHPccHP22H2P2c2P2PPPF)n

\

!

InFc2HPPH2PcccHHP22P2P2PHPF)n

Ha!DN#"D

文献)

#I

*

@J3

i

!

InFHHccH2cHcP2c2PcHHH2F)n

\

!

InFcHPP2HPPcPcc2cPHPP2HF)n

HaD#G#))

文献)

#I

*

H

&2

YZ5Y5

i

!

InF2Pccc22H2H2HP2cHcHcF)n

\

!

InF2PcHHHccc2P2HccH2HHF)n

Hi!!**!"

文献)

#*

*

5@CJY5W

i

!

InFPccP2cHPccPcP2PcHPcF)n

\

!

InF22HcccPHc2HHccPHHc2HF)n

%]#)#NI"

文献)

#D

*

H

&2

W[8Y

i

!

InFPcP2HccHccHPH2HcHHPHc2F)n

\

!

InFHc22cHccPcP2HPcccPF)n

%]!#!***

文献)

#D

*

K

&

H

2

X

i

!

InFc2cPPPcPPPcPPccHPPF)n

\

!

InF2H22cP2HcPHPcPPPccF)n

%]""#"G")I"

文献)

#D

*

C(HY

i

!

InFcHcc2PcHHccH2HP2cF)n

\

!

InFP22Hc22cPHHPcc2HHF)n

%]""#"!"DN!

文献)

#D

*

<

$

Y

!

i

!

InFcHP2H2PccPH2PP2P2Hcc2PcHF)n

\

!

InFccPcHHHc22HccHccc2F)n

i+$#I"*#

文献)

$

*
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血浆中
Q!

含量
!!!!!

`

!

脑中
gZc

轴关键调控基因表达量
!

>

!

卵巢中
gZc

轴关键调控基因表达量
图

!

!

2U

!K暴露改变成年雌性斑马鱼
Q!

含量和
gZc

轴中关键调控基因表达量
i6

4

@!

!

2U

!K

9_

R

&:,-9>3/.

4

9:;39>&.;9.;&1Q!/.U;399_

R

-9::6&.09'90&1T9

<

-9

4

,0/;6&.

4

9.9:6.gZcF/_6:6./U,0;197/09S9̀-/16:3

!@)

卵巢中减数分裂标记基因和起始相关基因表达量
与对照组相比$实验组卵巢中减数分裂标记基因

C(HY

和减数分裂起始相关基因
5@CJY5W

的表达量均呈统
计学意义上的上调#

2

)

"@"I

&#图
)

&'但对照组和实验组卵巢中标记基因
K

&

H

2

X

和起始相关基因
H

&2

W[8Y

的表
达量无统计学意义上的差异'

)

讨论
鱼类的配子发生是一个复杂的生理过程$是鱼类生存和生殖的必要保障$受到多种因素的调控'

gZc

轴是
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调控鱼类生殖的重要机制轴$参与调控性激素合成(性腺发育(

图
)

!

2U

!K暴露改变成年雌性斑马鱼卵巢中
减数分裂标记基因和起始相关基因表达量

i6

4

@)

!

2U

!K

9_

R

&:,-9>3/.

4

9:;399_

R

-9::6&.09'90&1

796&:6:7/-T9-/.U6.6;6/0-90/;9U

4

9.9:6.

&'/-

<

&1/U,0;197/09S9̀-/16:3

配子发生(性别分化等过程)

#NF#$

*

'在
gZc

轴调控系统中$下
丘脑分泌

c.\g

作用于垂体$促进后者释放
i=g

和
dg

$这
两种激素则进一步作用于性腺$促进性腺的发育和成熟)

$

*

'

此外$胆固醇经一系列调节转化生成性类固醇也是该系统的
关键组分'

gZc

轴中调控类固醇合成的相关基因对环境污染物较
为敏感)

!"

*

'在本研究中$与对照组相比$

2U

!K暴露导致斑马
鱼脑中

'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

和
@J

%

基因以及卵巢中
$

KJ3

和
@J3

基因表达有所上调$其中
'

#3JW

和
'

#3JX

基因表达的上调可
能引起

c.\g

含量增加$进而促进
i=g

和
dg

的合成和分
泌'在雌鱼中$

i=g

和
dg

与卵巢中相应受体结合$分别起
到调节卵子发生和促进卵母细胞的成熟及排卵的作用)

!#

*

'

上述基因表达量的提高可能导致相应蛋白合成分泌增多进而促进卵子发生和卵母细胞成熟过程$从而引起卵巢
组织学中成熟期卵母细胞数量增加'

Q!

是雌鱼中调控生殖功能的重要类固醇激素$可刺激脑垂体
cPg

的分泌
细胞发育并进入分泌活动$从而促进卵巢发育)

!!

*

'

gZc

轴中
'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

和
@J

%

基因表达量上调可能会
使

c.\g

和
cPg

合成增多$进而促进
Q!

的合成$最终导致体内
Q!

水平上升'

d,&

等人)

!)

*的研究表明$雌性
罗非鱼#

B3<THJ3T(,K#,@TI,H9K

&暴露于
I"

$

#""

和
!""

$

4

2

d

L#的
2U

!K中
)"U

后$血浆中
Q!

水平明显升高'然
而本研究结果显示$与对照组相比$实验组

Q!

含量明显下降$这似乎与
'

#3JW

$

'

#3JX

$

$

KJ

%

和
@J

%

基因表达量上
调的结果相矛盾'推测可能的原因有以下两方面!一方面$

2U

!K暴露可能通过影响
Q!

合成的关键酶444芳香化
酶#

2aZ#$

&的活性而导致
Q!

含量下降%另一方面$

gZc

轴中这些基因表达量的上调可能是由
2U

!K暴露引起
Q!

水平下降的负反馈调节机制所导致'为了验证上述推测$本研究进一步检测了编码
2aZ#$

基因的表达量'

2aZ#$

可催化睾酮转化为
Q!

$在大多数硬骨鱼中已经发现了两种不同表达模式的
2aZ#$

编码基因$即
H

&2

YZ5Y5

和
H

&2

YZ5Y8

%前者主要在卵巢中表达$而后者主要在脑中表达)

!G

*

'在本研究中$与对照组相比$

2U

!K

暴露明显下调了斑马鱼脑中
H

&2

YZ5Y8

和卵巢中
H

&2

YZ5Y5

的表达量$这可能使得
2aZ#$

的合成减少$从而影响
睾酮向

Q!

的转化$最终导致了血浆中
Q!

含量下降'

减数分裂是鱼类卵巢发育和配子发生的必然生理活动$鱼类的生殖与生殖细胞的减数分裂密切相关)

!I

*

'在
减数分裂过程中$视黄酸#

\H

&是硬骨鱼类减数分裂起始所必需的物质)

!*

*

$它的含量受到
\H

降解酶#

2

<R

!*

&和
\H

合成酶#

H0U3#/

&的共同调控)

!*F!D

*

'本研究发现$与对照组相比$

2U

!K暴露使斑马鱼卵巢中编码
H0U3#/

合成
的基因

5@CJY5W

表达量有明显升高$而编码
2

<R

!*

合成的基因
H

&2

W[8Y

的表达量虽然有升高的趋势但和对照组
的这一基因表达量相比$差异不具有统计学意义'这一结果表明$实验组的斑马鱼

\H

的合成可能加强$进而增
强卵母细胞减数分裂起始过程'另外$联会复合体蛋白

)

#

=a2Z)

&和
A%H

减数分裂重组酶
#

#

A]2#

&分别在减
数分裂中同源染色体联会和重组过程中发挥重要作用)

!NF!$

*

'

K

&

H

2

X

和
C(HY

是减数分裂前期的分子标记基因$

并特异表达于生殖细胞中)

)"F)#

*

'在本研究中$与对照组相比$

2U

!K暴露导致斑马鱼卵巢中
C(HY

基因的表达量
明显上调$且

K

&

H

2

X

基因的表达量也轻微上升$这暗示着斑马鱼卵母细胞减数分裂加强$从而呈现出早期卵母细
胞数量较少而成熟期卵母细胞增多的组织学变化'当然$早期卵母细胞数量减少也有可能与

2U

!K暴露引起卵母
细胞凋亡有关'

综上所述$本研究结果表明
I

$

4

2

d

L#的
2U

!K暴露
)"U

能干扰成年雌性斑马鱼
gZc

轴和减数分裂相关基
因的表达$并影响性激素水平及卵母细胞的正常发育$进而可能对该鱼的生殖构成潜在威胁'
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