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摘要 :利用原代培养的雄性青鳉鱼肝细胞进行了相同雌二醇 ( E2)浓度 (100 nmol·L - 1 )下的不同时间 (2、4、6、8d)和相同暴露时间 ( 4d)下的不

同浓度 (1、10、100、1000、10000 nmol·L - 1 )的雌二醇 ( E2)实验 ,采用实时定量 RT2PCR方法对青鳉鱼 VTG2I、VTG2II、CHG2H、CHG2L和 ERα的

基因表达进行了研究. 结果表明 , VTG2I、VTG2II、CHG2H、CHG2L 和 ERα的基因表达与 E2的暴露浓度呈现很好的剂量 - 效应关系 ,且 1

nmol·L - 1 E2暴露就能显著诱导肝细胞内 VTG2I、VTG2II、CHG2H、CHG2L和 ERα的基因表达. 作为生物监测雌激素活性的 in vitro方法 ,实时定

量 RT2PCR的灵敏度高于其它已经发表的方法. 因此 ,实时定量 RT2PCR方法与原代培养青鳉鱼肝细胞相结合的方法在环境雌激素效应的评价

上具有很大地应用潜力.
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Abstract: A method of app lying quantitative real2time RT2PCR to cultures of male medaka hepatocytes was developed to evaluate estrogenic activity.

Primary cultures of male medaka (O ryzias latipes) hepatocyteswere exposed to 17β2estradiol ( E2) at 100 nmol·L - 1 for 2, 4, 6, 82day exposure, and 1,

10, 100, 1000 and 10000 nmol·L - 1 E2 for 4 days. The VTG2I, VTG2II, CHG2H, CHG2L and ERα gene exp ressionswere determ ined using quantitative

real2time reverse transcrip tion2polymerase chain reaction (RT2PCR). It was found that dose2dependent VTG2I, VTG2II, CHG2H, CHG2L and ERα gene

exp ressions in hepatocytes were induced, and obvious exp ressions were observed even at 1 nmol·L - 1 of E2. This method ismore sensitive compared with

other in vitro methods for evaluating estrogenic activity. Thus, app lying quantitative real2time RT2PCR to p rimary cultures of male medaka hepatocytes has

potential app lication in the evaluation of estrogenic activity of endocrine disrup ting chem icals or environmental samp les.

Keywords: quantitative real2time RT2PCR; 17β2estradiol; p rimary cultures hepatocytes; vitellogenin; medaka

1　引言 ( Introduction)

鉴于内分泌干扰物质对人类健康和生态环境

的潜在危害 ,目前已经有一系列内分泌干扰物的生

物检测方法被开发和利用 ( Crisp et a l. , 1998). 体

外 ( in vitro)生物检测方法 ,如激素受体结合法、报告
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基因法、类固醇生成测试法、雌激素响应基因表达

和蛋白质合成细胞培养法等 ,因具有简便快捷的优

点 ,尤其得到广泛应用. 其中以卵黄蛋白原为生物

标记物的鱼类原代肝脏细胞培养法不仅具有外源

物质与细胞作用直接、反应速度快、条件控制严格、

试验简便和操作成本低等传统 in vitro生物检测方

法的优点 ,而且保持了正常体内细胞的大部分活

性 ,可直接模拟和反映动物肝脏组织中激素调控的

各种反应过程 (Jos′e et a l. , 2006) ,因此 ,已经成为

评价化学物质对鱼类潜在内分泌干扰作用的重要

方法之一.

卵黄蛋白原 (VTG)是在雌二醇作用下肝脏中

生成的卵黄前体蛋白 ,作为评价化学物质雌激素活

性的生物指标已经得到广泛应用 (Metcalfe et a l. ,

2001; Lee et a l. , 2002). 目前基于原代培养肝脏细

胞的 VTG评价方法已经有了许多研究 ,但大多采用

了基于蛋白水平的酶联免疫 ( EL ISA )方法和基于卵

黄蛋白原 mRNA表达的普通 RT2PCR方法. 前者需

要制备特异抗体 ,程序复杂 ,且相对于从分子水平

进行的基因表达定量方法灵敏度仍有较大差距

( Islinger et a l. , 2002; Celius et a l. , 2000) ;而普通

RT2PCR方法在基因表达定量方面也存在准确性较

差的缺点 ,不能有效地反映剂量效应关系. 近年来 ,

实时定量 RT2PCR (Q - RT2PCR )技术得到快速发

展 ,已经能够准确定量基因表达拷贝数的细微差

异.因此 ,本研究中通过青鳉鱼原代肝细胞暴露 E2,

采用 Q - RT2PCR检测青鳉鱼 VTG基因 (VTG2I和

VTG2II)及卵壳前体蛋白 ( CHG2L 和 CHG2H )和雌

激素受体 ( ERα)的表达变化 ,期望建立较高灵敏度

的环境雌激素效应评价方法.

2　材料与方法 (Materials and methods)

2. 1　材料

17β2雌二醇 ( E2)、DMEM /F12细胞培养基、抗

生素、胶原酶为 Sigma公司产品 ; Trizol、反转录酶

( Superscrip III)购自 Invitrogen公司 ; 35mm培养皿、

六孔培养板为 COSTAR公司产品 ;实时定量 PCR试

剂盒 ( SYBRÒ Green I master m ix)购自美国应用生

物系统公司 (App lied B iosystem s).

雄性青鳉鱼 (O ryzias la tipes) O range red品系获

赠于日本国土环境研究所 ,在本实验室已驯化 3年

以上. 养殖条件 :水温为 25～ 28℃,水硬度为 8. 0

mg·L
- 1

, pH值为 7. 5～ 7. 8,溶解氧为 8. 0～ 9. 0

mg·L
- 1

,光周期控制在昼 ∶夜 = 16h∶8h,饲料为新孵

化的活体卤虫.

2. 2　方法

2. 2. 1　鱼肝细胞的原代培养 　将鱼麻醉 ,用 75%

酒精对鱼体表消毒 ,解剖取肝脏组织 ,并迅速浸置

于 Ca
2 + 2free hepatocyte buffer ( 136. 9 mmol·L

- 1

NaCl, 5. 4 mmol·L
- 1

KCl, 0. 81 mmol·L
- 1

MgSO4 ,

0. 44 mmol·L
- 1

KH2 PO4 , 0. 33 mmol·L
- 1

NaHPO4 ,

5. 0 mmol·L
- 1

NaHCO3 , 100 U·mL
- 1青霉素 , 100

g·mL
- 1链霉素 , pH = 7. 6) ( Kim et a l. , 2002)中 ;

多次漂洗肝脏组织后将其转至无菌培养皿中 ,用解

剖剪将肝组织剪碎 ,用含 0. 3 mg·mL
- 1胶原酶消化

液在室温下对剪碎肝小组织块消化 30m in; 120目

滤网过滤 2次 , 1000 r·m in - 1下离心 3m in收集肝细

胞 ,弃上清液 ,加入含 1. 5 mmol·L
- 1

CaCl2的 HB反

复漂洗 3次 ,最后用含双抗不含酚红的 DMEM /F12

培养基悬浮细胞 ,计数细胞密度使其达到 1 ×10
6

cell·mL - 1 ,采用台盼兰染色法评估细胞活力达到

90%以上.

2. 2. 2　细胞培养及暴露实验 　将鱼肝细胞悬浮液

接种至六孔培养板中 ,置于 5% CO2、25 ℃细胞培养

箱中预培养 24h,待细胞贴壁生长后 ,吸去培养基 ,

重新加入含不同浓度的 E2或对照的培养基 ,每 2d

更换一次培养基 ,继续培养 96h进行暴露实验. E2

溶于乙醇 ,溶剂的最终浓度不超过 0. 1%. 乙醇暴露

组设为对照. 时间梯度暴露研究采用 E2浓度为 100

nmol·L
- 1

,暴露时间梯度 : 2、4、6、8d . 剂量效应关系

研究暴露浓度梯度为 1、10、100、1000、10000

nmol·L - 1. 　

图 1　台盼兰染色后青鳉鱼肝细胞的显微观察 ( ×200)

Fig. 1　M icroscop ic observation of hepatocytes of medaka using the

trypan blue exclusion method ( ×200)
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2. 2. 3　实时定量 RT2PCR　暴露实验结束后吸去

培养基 ,立即用 trizol试剂裂解贴壁生长的鱼肝细

胞 ,提取细胞的总 RNA. 采用 Superscrip III逆转录

酶合成 cDNA模板. 实时定量 PCR采用美国应用生

物系统公司生产的 AB I Prism Ò 7000 Sequence

Detection System (App lied B iosystem s). 目的基因的

定量 PCR引物序列见表 1 ( Zhang et a l. , 2008) ,引

物由上海生工公司合成. PCR 反应液 : SYBR Ò

Green PCR Master M ix 10μL, 20μmol·L
- 1正向和

反向引物各 0. 2μL, cDNA反应液 5μL,加双蒸馏

水至 4. 6 μL. PCR 反应条件为 50℃ 2m in; 95℃

10m in; 40个循环 : 变性 95℃ 15 s, 退火 60℃ 60 s.

在最后 1个循环结束后做熔解曲线 ,确定 PCR反应

质量. 以 RPL27作为内参基因校正实验误差 ( Zhang

et a l. , 2007).

表 1　实时定量 PCR引物

Table 1　Sequence of p rimers for quantitative real2time PCR

Accession number 基因 正反链引物 PCR引物序列 产物 ( bp)

DQ118296 RPL27
Forward
Reverse

5′2AGCTCTCGGCAAATATGGCAT23′
5′2GCAGGCTTGAAGTTCTTTCCAA23′

81

AB064320 VTG2I
Forward
Reverse

5′2ACGCAAAGAACGAACTCCTTG23′
5′2TCCTGGATCTTCCTTATTGGCT23′

86

AB074891 VTG2II
Forward
Reverse

5′2TGCTCAGTGCATCTTGGTCAAT23′
5′2CTCGTTCTGTTCTGCAGTTTGG23′

163

AF500195 CHG2H
Forward
Reverse

5′2TCGGCACTGTTGTCATGGAAGA23′
5′2ATAGCTCCAAGCGGTCCAACTC23′

93

AF500194 CHG2L
Forward
Reverse

5′2TCGACCAGCTGAAAACAAGCT23′
5′2TGTGATGCATACCATTCCACTG23′

82

D28954 ERα
Forward
Reverse

5′2TGTAAGGTTGCGTCCCATGAG23′
5′2GCCCCTTTAATCCAAGAGGAAG23′

105

2. 3　数据处理方法

目的基因表达数据采用 2 - W C T相对表达定量方

法分析获得 ,各组相对表达水平以下公式计算获得

ΔΔCT = (CT Target - CT RPL27 ) Test - (CT Target -

CT RPL27 ) Contro l

式中 , CT Targe t为目标基因 CT值 , CT RPL27为内参基因

RPL27的 CT值 , (CT Target ∃ CT RPL27 ) Test为实验组相对

表达水平 , (CT Target - CT RPL27 ) Contro l为对照组相对表达

水平. 2
- W C T表示目标基因是对照组的表达倍数. 并

采用 EXCEL软件作图.

3　结果 (Results)

3. 1　不同暴露时间对细胞基因表达的影响

对原代培养青鳉鱼肝细胞进行 100 nmol·L
- 1

E2暴露后发现 ,在暴露 2d后 , VTG2I、VTG2II、CHG2
H、CHG2L基因表达水平已明显升高 ,分别达到对照

组的 407、109、17249、4033倍. 暴露 4d后 , VTG2I、

VTG2II、CHG2H、CHG2L mRNA 的表达量分别是对

照组的 14702、3842、38994、9363倍 ,明显高于 2d暴

露时的变化幅度. 暴露 6d或 8d后 , VTG2I、VTG2II、

CHG2H、CHG2L mRNA的表达量虽然仍然在升高 ,

但已经放缓 ,表明 E2 暴露 4d后 , VTG2I、VTG2II、

CHG2H、CHG2L基因表达已达相对稳定水平 (图 2).

图 2　雌二醇 ( 100 nm ol·L - 1 )暴露青鳉鱼肝细胞 VTG和 CHG

基因表达随时间的变化

Fig. 2 　VTG and CHG gene exp ression in medaka hepatocytes

exposed to 100 nmol·L - 1 E2 for different times
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3. 2　雌二醇暴露后基因表达变化的剂量效应关系

图 3表示了 E2暴露后青鳉鱼肝细胞 VTG2I和

VTG2II基因表达变化 ,其中在 1～ 1000 nmol·L - 1浓

度范围内 , VTG2I和 VTG2II的 mRNA 拷贝数随着

E2浓度的升高而升高 ,显示了极好的剂量 2效应关

系. 与对照组相比 , E2暴露各组 VTG2I和 VTG2II的

mRNA水平均明显升高 ,其中 VTG2I在对照组的相

对表达水平为 0. 0002 (VTG2I/ RPL27 mRNA拷贝

数比值 ,下同 ) ,在 1、10、100、1000、10000 nmol·L - 1

E2暴露组为 0. 0141、0. 100、0. 917、4. 272、5. 1447,

分别为对照组的 234、1680、15290、71214和 85745

倍 ;而 VTG2II在 1、10、100、1000和 10000 nmol·L
- 1

E2暴露组相对表达水平分别为 0. 012、0. 103、

01961、5. 874、9. 724,均显著高于对照组表达水平

010003,且是对照组表达水平的 40、343、3203、

19581、32413倍. 这表明 ,在 1～ 1000 nmol·L
- 1

E2

暴露浓度范围内 , VTG2I和 VTG2II均能够很好的反

映雌激素暴露水平 ,可以用于环境样品浓缩后的雌

激素活性监测.

图 3　不同浓度雌二醇暴露雄性青鳉鱼肝细胞 VTG和 CHG基

因表达结果

Fig. 3 　VTG and CHG gene exp ression in hepatocyte of male

medaka in E2 exposed group s

图 3中也表示了 E2诱导青鳉鱼肝细胞 CHG2H
和 CHG2L基因表达的剂量 -效应关系. CHG2L在对

照组的相对表达水平为 0. 0013,在 1、10、100、1000、

10000 nmol·L
- 1

E2暴露组为 0. 466、2. 321、12. 022、

55. 996,分别为对照组的 359、1785、9248和 43074

倍 ; E2 最高浓度暴露组 10000 nmol·L
- 1

CHG2L
mRNA水平为 80. 108,约为对照组的 61622倍. 对照

组 CHG2H的 mRNA水平为 0. 0006. E2暴露浓度为

1、10、100、1000、10000 nmol·L
- 1 诱导 CHG2H

mRNA水平为分别为对照组的 2226、6649、37045、

15934、246236倍. 这表明 ,在 1～1000 nmol·L
- 1

E2

暴露浓度范围内 , CHG2H和 CHG2L也能够很好地

反应雌激素暴露水平 ,可以用于环境样品浓缩后的

雌激素活性监测.

本研究结果显示 , 在 1、10、100、1000、10000

nmol·L
- 1浓度 E2暴露下 , ERα mRNA水平明显升

高 ,分别达到对照组的 10、11、53、142、292倍 (图

4) ,具有明显的剂量效应关系.

图 4　雌二醇暴露青鳉鱼肝细胞 ERα基因表达的剂量效应关系

Fig. 4　Dose response of ERα gene exp ression in medaka hepatocytes

exposed to E2

4　讨论 (D iscussion)

一般认为 ,外源物质暴露时间对细胞中基因表

达有重要影响 (Latonnelle et a l. , 2000). 本研究结

果表明 ,在暴露第 4～ 8d各基因表达水平已经达到

相对稳定水平. 从实验效果和效率考虑 ,本研究选

择 4d作为在后期试验的细胞暴露时间.

VTG是鱼类卵黄 ( yolk)合成的前体 ,由于其基

因上游存在雌激素反应元件 ( estrogen response

element, ERE) ,对雌激素暴露反应敏感而直接 ,因

此 ,被广泛用于环境雌激素的生物检测 (M in et a l. ,

2003). CHG2H和 CHG2L是青鳉鱼中 2个重要的卵

壳前体蛋白基因 ,也常被用于环境雌激素的生物检

测. ERα是青鳉鱼肝脏中的主要雌激素受体 ,是肝

脏中雌激素调控雌激素响应基因 (如 VTG和 CHG)

的主要信号通道 ( Knowlden et a l. , 2000). 本研究结
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果表明 ,在 1～1000 nmol·L
- 1

E2暴露浓度范围内 ,

VTG2I、VTG2II、CHG2H 和 CHG2L 均能够很好地反

映雌激素暴露水平 ,可以用于环境样品浓缩后的雌

激素活性监测. 值得注意的是 ,在 1 nmol·L - 1 E2的

浓度水平上青鳉鱼肝细胞中 VTG2ImRNA的拷贝数

是对照组的 234倍 ,而 CHG2H mRNA的拷贝数是对

照组的 2226倍 ,甚至高于 VTG2I的表达 ,显示出非

常高的灵敏度. Okoumassoun等 ( 2002)采用酶联免

疫方法 ( EL ISA )和普通 RT2PCR方法对 E2诱导虹

鳟鱼 (O ncorhynchus m ykiss)肝细胞 VTG的研究发

现 , EL ISA可以监测到 10 nmol·L
- 1

E2暴露下的

VTG蛋白水平升高 ,而普通 RT2PCR最低监测水平

仅在 100 nmol·L
- 1

E2以上. 这些结果表明 ,采用实

时定量 RT2PCR与体外培养肝细胞相结合的 in vitro

雌激素活性分析方法可能比 EL ISA或普通 RT2PCR

与体外培养肝细胞相结合的 in vitro雌激素活性分

析方法更加灵敏 ,值得进一步研究和推广.

5　结论 (Conclusions)

1)成功建立了实时定量 RT2PCR与原代培养青

鳉鱼肝细胞相结合的 in vitro环境雌激素效应评价

方法 ,且显示出较高的灵敏度.

2) VTG2I、VTG2II、CHG2H、CHG2L和 ERα在体

外培养青鳉鱼肝细胞中均与雌激素暴露呈现较好

的剂量效应关系 , 其中 VTG2I、VTG2II、CHG2H、
CHG2L作为检测雌激素的生物标记物基因可优先

选择.
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