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EE2和Flu影响斑马鱼精巢发育和精子发生的差异性机制
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摘要:用150ng·L-1环境雌激素乙炔基雌二醇(17α-ethinylestradiol,EE2)、300μg·L-1环境抗雄激素氟他胺(Flu-
tamide,Flu)单独处理以及150ng·L-1EE2与300μg·L-1Flu联合处理对斑马鱼(Daniorerio)雄性成鱼进行了30d浸

浴处理,并用组织学的方法检测了上述物质对斑马鱼精巢发育和精子发生的影响;同时,采用定量RT-PCR的方法研究了

EE2和Flu影响斑马鱼精子发生的分子差异。组织学结果显示,EE2处理后斑马鱼精巢壁变厚,生殖细胞大量丢失;Flu
处理后精子细胞数量下降,出现空腔,早期生殖细胞数量有增加的趋势;联合处理组斑马鱼精巢生殖细胞数量急剧减少,

空腔化严重。定量RT-PCR结果显示,所有药物处理均能显著下调鱼类发育和繁殖相关转录因子基因(dmrt1、sf1)和生

殖细胞标记基因(dmc1、nanos1)的表达(p<0.05);EE2单独处理、EE2与Flu联合处理还能显著下调鱼类类固醇合成酶

基因p450-11β、cyp19a1a、cyp17α1 和cyp17α2 的表达(p<0.05),Flu单独处理只显著下调了p450-11β 的表达水平(p<
0.05),表现出一定的分子差异。研究提示EE2、Flu及两者联合处理均严重干扰斑马鱼精子发生过程,导致生殖细胞数量

明显下降;上述药物对斑马鱼类固醇合成及配子发生相关基因表达的影响既有相似之处,也有明显不同。
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内分泌干扰物(Endocrine-disruptingchemicals,EDCs)是指能模拟内源性激素的功能、干扰动物体正常内分

泌活动的化合物[1-5],包括类雌激素、类雄激素、抗雌激素、抗雄激素等。水环境能接受许多来自工厂、农业、城市

的废水[6-7],因此EDCs对终生生活在水体中的生物尤其是鱼类的影响极为严重。
目前主要研究的EDCs有两类:环境雌激素(雌激素受体激动剂)和环境抗雄激素(竞争性与雄激素受体结

合)。大量研究表明,不仅雌激素能影响雄性动物精巢发育,抗雄激素也能产生与雌激素相似的效应[8],如血浆

雌激素浓度上升[9-10]、精巢体积减小、精子发生延缓[10-11]、雄性个体雌性化[12]、雌性性比升高[13-14]等。尽管雌激

素和抗雄激素能产生相似效应,但已有研究表明雌激素和抗雄激素影响鱼类精巢发育和精子发生的分子机制可

能具有一定差异[15-16]。
为深入研究雌激素和抗雄激素诱导鱼类精巢发育和精子发生的差异性机制,本研究用环境雌激素乙炔基雌

二醇(17α-ethinylestradiol,EE2)、环境抗雄激素氟他胺(Flutamide,Flu)单独处理以及两者联合处理对雄性成年

斑马鱼(Daniorerio)进行30d浸浴处理,并用组织学和定量RT-PCR的方法探讨EE2和Flu影响斑马鱼精巢

发育和精子发生的差异性机制,为最终消除水生环境中EDCs的危害提供理论依据。

1材料与方法

1.1实验试剂及仪器

EE2和Flu购自美国Sigma公司;总RNA提取试剂盒(Trizol)购于Invitrogen公司;逆转录试剂盒(Prime-
ScriptRTreagentKit)型号为RR047A,购于日本TaKaRa公司;DMSO、石蜡、苏木精、伊红等其余试剂为国产

分析纯。切片机型号为KD3358,购于科迪仪器设备有限公司;光学显微镜为型号为UB203i,购于澳浦光电技术
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有限公司;PCR仪型号为iQ5,购于美国Bio-Rad公司。

1.2实验动物

本研究所用120d龄斑马鱼雄性成鱼购自沙坪坝区水产市场,平均体质量(0.52±0.05)g,实验前暂养于恒

温循环水系统中,水体温度为(28±0.5)℃。

1.3材料处理

随机选取健康的雄性成年斑马鱼72尾,设置EE2单独处理组(EE2质量浓度为150ng·L-1)、Flu单独处

理组(Flu质量浓度为300μg·L-1)以及EE2和Flu联合处理组(EE2和Flu质量浓度分别为150ng·L-1和
300μg·L-1),所有药物均用0.05‰DMSO溶解。另设1组为对照组,仅加入0.05‰ DMSO。EE2的剂量为

根据对斑马鱼的预实验(用0.1,1,10μg·L-1EE2进行处理)结果所选择无致死效应的剂量。Flu剂量的选取

参照Filby等人[16]的研究即320μg·L-1,在该质量浓度以下范围内无致死效应,但有明显基因表达变化。每个

组设3个平行缸,每缸6尾实验鱼养于20L水中,每日喂食4次,持续增氧,每日换水1次。水体温度为(28±
0.5)℃,光照周期为14h光照︰10h黑暗。处理30d后取材,每缸各解剖3尾鱼的精巢,匀浆后液氮速冻,

-80℃备用。另各取1尾鱼精巢,波恩氏液固定、包埋,常规石蜡切片。

1.4组织学研究

斑马鱼于冰上冷冻麻醉后,解剖出精巢,在波恩氏液中固定24h。材料固定后依次放入梯度乙醇和二甲苯

中脱水、透明,于60℃烘箱中包埋。材料经常规组织切片(厚度5μm)后,用苏木精/伊红染色(HE),中性树胶封

片、拍照。

1.5相关基因引物合成

根据GenBank上已经公布的斑马鱼类固醇合成酶相关基因p450-11β(FJ713105)、cyp19a1a(KF296362)、
cyp17α1(KJ905722)、cyp17α2(NM_001105670),类固醇合成相关转录 因 子 基 因sf1(HQ680985)、dmrt1
(AF209095),生殖细胞标记基因 dmc1(NM_001020782)和nanos1(NM_001305661)以及内参基因ef1α
(KC508618)的mRNA序列,设计基因特异性引物,并由Invitrogen公司合成。

表1 引物序列

Tab.1 Primersequences

引物名称 引物序列(5′~3′) 引物名称 引物序列(5′~3′)

p450-11β-F CTGAGTTGGAACGTGTGAGA sf1-R GACGCATCTGATCGCCCACCTT

p450-11β-R AGCACAGTCGCAAACACTTC dmrt1-F GCAGTCGCTCCATGTTGTCT

cyp19a1a-F CTGGGCCACACATCGAGAG dmrt1-R AGTGGGCTGGTAAAGGTTGT

cyp19a1a-R AGCGAACGGCAGAAATCC dmc1-F TCGGGATACCAAGATGAT

cyp17α1-F TCTGATGAGCCTGGTGAG dmc1-R ATCTGGATGCCTTTCACC

cyp17α1-F ATGAGCAGTTTGTGGGAG nanos1-F CTTGTTTGACGCATACCG

cyp17α2-F GCAAAGAGGGTCAGGTGG nanos1-R GGCACCCATAGGACTTTT

cyp17α2-R AGCAGGAACGCTATGGTC ef1α-F GATCACTGGTACTTCTCAGGCTGA

sf1-F AAATCGCGACCCTCCAGCCTG ef1α-R GGTGAAAGCCAGGAGGGC

1.6药物处理后斑马鱼各基因表达量变化的检测

取-80℃备用的斑马鱼精巢匀浆材料,提取总RNA,合成cDNA,采用实时定量PCR(qRT-PCR)检测斑马

鱼类固醇合成酶相关基因cyp19a1a、p450-11β、cyp17α1、cyp17α2,类固醇合成相关转录因子基因sf1、dmrt1 和

生殖细胞标记基因dmc1、nanos1 的表达变化,以ef1α为内参。

1.7数据统计

结果数据用“平均值±标准误”表示。结果用SPSS1310软件进行方差分析和差异比较,当p<0.05表示差

异显著。柱形图用GraphPadPrism5软件进行绘制。

2结果

2.1药物处理后对斑马鱼精巢的组织学影响

组织学结果表明,对照组斑马鱼精巢中充满发育不同时期的精小囊,囊内的生殖细胞均处于相同发育时期,
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处于发育后期的生殖细胞所占比例很大(图1a)。而所有药物处理组均对斑马鱼精巢发育和精子发生造成不同

程度影响。在EE2单独处理组斑马鱼精巢中,精巢壁增厚,精子数量极少,早期生殖细胞数量较多(图1b)。在

Flu单独处理组斑马鱼精巢中,单倍体生殖细胞数量减少,出现精子丢失后形成的空腔,早期生殖细胞数量有增

多的趋势(图1c)。同样,EE2和Flu联合处理组斑马鱼精巢发育明显受到抑制,早期生殖细胞和精子数量均急

剧减少,空腔化严重(图1d)。

 
 a 对照组                    b EE2单独处理组

 

  c Flu单独处理组                d EE2和Flu联合处理组

注:黑色箭头-初级精母细胞;黑色三角形-次级精母细胞;白色三角形-精子;星号-生殖细胞丢失形成的空腔。

图1 药物处理影响斑马鱼精巢发育和精子发生的组织学观察

Fig.1 Influencesofdrugsontesticulardevelopmentandspermatogenesisofzebrafish

2.2药物处理对斑马鱼类固醇合成酶相关基因表达的影响

qRT-PCR结果显示(图2),所有药物处理均能显著下调p450-11β的表达水平(p<0.05)。另外,EE2及联

合处理均能显著下调cyp19a1a、cyp17α1、cyp17α2 的表达水平(p<0.05),而 Flu对cyp19a1a、cyp17α1、

cyp17α2 的表达水平没有显著影响。

2.3药物处理对斑马鱼相关转录因子基因表达的影响

图3显示,所有药物处理均能显著下调斑马鱼精巢中类固醇合成相关转录因子基因dmrt1 和sf1 的表达水

平(p<0.05)。

2.4药物处理对生殖细胞标记基因表达的影响

从图4可知,所有药物处理均能显著下调斑马鱼精巢中生殖细胞标记基因dmc1 和nanos1 的表达水平(p<
0.05)。

3讨论

大量研究表明,环境雌激素和环境抗雄激素均能不同程度影响鱼类雄性的精巢发育和精子发生[9-16],本研究

结果也进一步证实了上述发现。同时,本研究还发现EE2和Flu联合处理对斑马鱼精巢发育和精子发生的影响

比两者的单独处理更为严重。然而,雌激素和抗雄激素的分子结构明显不同,且作用的途径和分子通路也大相径
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a cyp19a1a              b p450-11β

 

c cyp17α1              d cyp17α2

 注:E+F:EE2与Flu联合处理,不同小写字母表示差异显著(p<0.05),下同。

图2 EE2、Flu及两者联合处理对斑马鱼雄性成鱼相关类固醇合成酶基因表达的影响

Fig.2 InfluencesofEE2,Flu,andtheircombinationongenesresponsiblefor
steroidogenesisinmalezebrafishadult

 
a dmrt1                 b sf1

图3 EE2、Flu及两者联合处理对dmrt1和sf1基因表达的影响

Fig.3 InfluencesofEE2,Flu,andtheircombinationondmrt1andsf1

 
a dmrt1                 b sf1

图4 EE2、Flu及两者联合处理对dmc1和nanos1基因表达的影响

Fig.4 InfluencesofEE2,Flu,andtheircombinationondmc1andnanos1

庭[17-18],因此它们影响鱼类精巢发

育和精子发生的分子机制很可能有

巨大差异。
鱼类的精巢发育和精子发生是

一个复杂的调控过程,且包含多种

通路的相互作用等[19]。其中,类固

醇激素的合成及其调控、性别分化

和发育相关转录因子的参与、生殖

细胞的分化、减数分裂过程的调控

等均在鱼类精巢发育和精子发生中

起到重要作用[17]。因此,为深入探

讨环境雌激素和环境抗雄激素影响

斑马鱼精巢发育和精子发生可能的

分子差异,本研究进一步检测了各

种药物处理后类固醇合成酶关键基

因p450-11β、cyp19a1a、cyp17α1 和

cyp17α2,相关转录因子基因dm-
rt1、sf1和生殖细胞标记基因dmc1、

nanos1 的表达情况。鱼类的精巢发

育和精子发生受到雄性特异转录因

子dmrt1的调控,dmrt1不仅在鱼

类性别分化过程中起重要作用[20],
对鱼类的精子发生过程也至关重

要[21]。在dmrt1 基因敲除的罗非

鱼(Oreochromismossambicus)中,
精巢发育障碍,精子数量减少,出现

大量的生殖细胞凋亡[22]。与罗非

鱼的研究结果类似,本研究中EE2、

Flu及两者联合处理均导致精巢发

育障碍,精子数量减少。同时药物

处理后,斑马鱼精巢中dmrt1 基因

的表达水平均出现显著下调(p<
0.05),表明dmrt1 基因可能也在

斑马鱼精巢发育和精子发生过程中

起重要作用。而转录因子基因sf1
主要参与对大多数鱼类类固醇激素

合成酶的直接调控[23]。本研究发

现,sf1 基因表达水平在所有药物

处理组均出现显著下调(p<0.05),
暗示各药物处理组中主要类固醇合

成酶基因的表达水平可能均受到不

同程度抑制。

11-酮基睾酮(11-KT)在鱼类精子发生过程中起决定作用[24-25],而p450-11β蛋白在11-KT的合成中起重要

作用[26]。本研究发现,所有药物处理均显著下调p450-11β 基因的表达水平(p<0.05)。有研究发现,sf1 等转

录因子基因是p450-11β调控的直接上游基因,而sf1则受到雌激素的负调控[17]。因此本研究推测,EE2处理后
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p450-11β基因表达水平下调可能是一种间接调控。尽管Flu是一种雄激素受体拮抗剂,但并无相关研究证实雄

激素通过雄激素受体直接调控p450-11β基因的表达。本研究同时发现,Flu也能显著下调p450-11β的调控因子

基因sf1 的表达水平(p<0.05)。因此,本研究发现的Flu下调p450-11β基因表达水平可能是一种间接作用。
芳香化酶(为cyp19a1a 基因所编码)是雄激素转化为雌激素的关键酶,在卵巢的分化过程中起至关重要的

作用[27-29]。最近的研究发现,雌激素在鱼类的精子发生过程中也起重要作用:内源雌激素水平过高或过低都会

干扰正常的精子发生过程[30]。本研究发现EE2单独处理及EE2、Flu联合处理显著下调了cyp19a1a 基因的表

达水平(p<0.05),而Flu单独处理则对该基因表达无显著影响。这与一些研究中所发现的EE2和Flu均能上

调cyp19a1a 基因表达水平的结果相反[31-35],而与对虹鳟(Oncorhynchusmykiss)的研究结果相似[20]。因此本研

究推测实验中cyp19a1a 基因表达受抑制可能的原因有:1)本研究中EE2的剂量较大,可能对鱼体产生一定的

毒性效应;2)可能是药物处理使sf1 基因表达显著下调而引起的负反馈结果。其中具体机制还有待研究。
本研究同时还发现 EE2单独处理及 EE2、Flu联合处理均能显著下调类固醇合成核心酶cyp17α1 和

cyp17α2 基因的表达水平(p<0.05),这提示上述两种处理能通过下调cyp17α1 和cyp17α2 基因的表达水平,间
接阻碍相关类固醇的合成,从而导致精巢发育和精子发生障碍;与之相比Flu单独处理在此方面并无明显作用。

鱼类的精巢发育和精子发生的正常进行必然伴随着早期生殖细胞的分化和减数分裂过程。而nanos1 和

dmc1 基因分别在早期生殖细胞的分化和减数分裂过程起着至关重要的作用[36-39]。本研究发现,所有药物处理

均能显著下调生殖细胞标记基因nanos1 和dmc1 的表达水平(p<0.05)。因此可以推测,药物处理后抑制了斑

马鱼的减数分裂,同时阻碍了新的生殖细胞的生成,导致了精巢中生殖细胞减少的现象。这与切片中观察到的

生殖细胞的丢失现象相对应。
综上所述,EE2和Flu在影响雄性成年斑马鱼精巢发育和精子发生的过程中有相似之处,但也有很大的区

别,其中具体的分子机制有待进一步研究。
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AnimalSciences

DifferentialMechanismsof17α-ethinylestradiolandFlutamideon
SpermatogenesisofMaleZebrafish(Daniorerio)

YINPan1,2,ZHANGQunfang1,LIYingwen1,LIUZhihao1

(1.ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China;

2.KeyLaboratoryofFreshwaterFishReproductionandDevelopment,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China)

Abstract:Inthisstudyzebrafish(Daniorerio)maleswereexposedto17α-ethinylestradiol(EE2,150ng·L-1),flutamide(Flu,

300μg·L-1)andtheircombination(EE2,150ng·L-1+ Flu,300μg·L-1)for30days,andtheinfluencesofthesedrugson
spermatogenesisofzebrafishmaleswereanalyzedbyhistology.Meanwhile,weusedquantitativeRT-PCR (qRT-PCR),toshed
lightonthepossibledifferentialmechanismsinvolved.Histologicalresultsshowedthickenedtesticularepitheliumandconsiderable
lossofgermcellsafterEE2treatment;decreasedandincreasednumberofspermatozoaandearlystagesofgermcell,respectively,

afterFlutreatmentandsharplydecreasednumberofallstagesofgermcellsincombinationgroup.Moreover,qRT-PCRresults
showeddramaticallyreducedexpressionoftranscriptionfactorsinvolvedinsteroidogensisregulation(dmrt1,sf1)andgermcell
markergenes(dmc1,nanos1)inallexposedgroups(p<0.05).qRT-PCRresultsalsoshoweddown-regulatedexpressionofgene
responsiblefor11-KT(11-ketotestosterone)production(p450-11β)inalltreatedgroups(p<0.05),andreducedexpressionsof

genesinvolvedinestrogen(cyp19a1a),androgen(cyp17α1)andprogesterone(cyp17α2)productionsafterEE2andcombination
treatment(p<0.05).However,theexpressionsofcyp19a1a,cyp17α1andcyp17α2remainedunchangedafterFlutreatment(p<
0.05).ThestudysuggestedthatEE2,Fluandtheircombinationseriouslydisruptedspermatogenesisinzebrafish,resultingindra-
maticallydeclineofgermcellnumber;therefore,bothsimilaranddifferentialmechanismswereinvolvedindisruptedspermatogene-
sisofzebrafishtreatedwiththedrugsabove,respectively.
Keywords:17α-ethinylestradiol;flutamide;zebrafish;testiculardevelopment;spermatogenesis;geneexpressions
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