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草甘膦对青鳉鱼卵黄蛋白原的诱导及其潜在分子机理 
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摘要：为了研究草甘膦潜在的雌激素效应,将 1~3d的雌雄青鳉幼鱼暴露于不同浓度 (0.2, 2, 20, 200, 2000µg/L)的草甘膦 5周,发现雌雄鱼肝

脏卵黄蛋白原(VTG I)基因表达分别在 0.2, 2, 20µg/L浓度(雌鱼)和 2, 20, 200µg/L浓度(雄鱼)下受到显著诱导,但在高浓度下(雌鱼,200µg/L

和 2000µg/L;雄鱼,2000µg/L)恢复到正常水平.草甘膦诱导雌激素效应的机理存在雌雄差异:雌鱼中雌激素效应主要由于草甘膦诱导了脑部

FSH和性腺 CYP19A基因,从而增加了雌激素合成能力.雄鱼中主要由于草甘膦抑制肝脏中雌激素代谢酶 (CYP1A、CYP1B和 CYP3A)而

显示雌激素效应. 
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Induction of vitellogenin gene expression in medaka exposed to glyphosate and potential molecular mechanism. 

XIA Shuang1,2, ZHAO Yan-Bin2, YANG Ming-Qi1, HU Jian-Ying2* (1.College of Animal Medicine, Northwest A&F 

University, Yangling 712100, China；2.College of Urban and Environmental Sciences, Peking University, Beijing 100871, 

China). China Environmental Science, 2013,33(9)：1656~1663 

Abstract：To demonstrate the estrogenic activities of glyphosate and clarify the underlying molecular mechanism, 

1~3days old Japanese medaka were exposed to 0.2, 2, 20, 200, 2000µg/L of glyphosate for 5weeks. Transcription levels of 

vitellogenin (VTG I) and enzyme genes involved in 17β-E2biosynthesis and metabolism were measured by Q-RT-PCR. 

While glyphosate markedly up-regulated VTG transcription levels in both female and male fish, the upward trend was 

inhibited at the high glyphosate concentrations (at 200µg/L and 2000µg/L for female, at 2000µg/L for male). The gender 

specific molecular mechanism was observed. In female fish, VTG induction would be due to the increase of transcription 

levels of FSH gene in brain and CYP19A gene in the gonad, and therefore enhancing the biosynthesis of 17β-E2. However 

in male fish, the inhibited CYP1A, CYP1B and CYP3A transcription levels which would inhibit 17β-E2metabolism 

would be the reasonable explanation. 

Key words：glyphosate；estrogenic activities；vitellogenin；biosynthesis and metabolism of 17β-E2 

 

有机磷类化合物在农业生产中被逐渐广泛

应用.近年来,随着一系列低毒有机磷农药
[1-2]
、阻

燃剂
[3]
等有机磷化合物的开发和市场化,有机磷

类化合物在人类生活以及工农业生产中占的地

位越来越重要,其毒性也随之受到人们的重视. 

长久以来,人们对有机磷化合物毒性的关注

大多只集中在急性神经毒性上
[4]

,对其内分泌干

扰作用如雌激素效应,则研究甚少.体外实验表明

有机磷化合物并不能通过结合雌激素受体而引

起雌激素效应.如 Chen 等
[5]
通过 MCF-7 细胞体

外增殖实验和雌激素受体体外结合活性实验证

明,辛硫磷、马拉硫磷、乐果和久效磷 4 种有机

磷农药并不显示雌激素效应; Kojima等
[6]
也利用

体外雌激素受体结合实验证明久效磷等有机磷

农药不能引起雌激素效应.近年来也有文献报道

了有机磷类物质对脑垂体促性腺激素具有一定

的干扰作用.如 Esmail 等
[7]
将二嗪磷暴露雄性小

鼠,导致其血清中促黄体生成素(LH)和卵泡刺激

素(FSH)含量升高;Joshi 等
[8]
将雄性大鼠暴露于乙

酰甲胺磷,也同样观察到血清中 LH、FSH含量的

上升,显示有机磷可影响脑垂体促性腺激素的合 
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成.但是有机磷类物质是否能够通过对脑垂体促

性腺激素的干扰作用产生雌激素效应还没有相

关的报道. 

草甘膦,由于高效、低毒、广谱、内吸传导

非选择的特点,近年来成为全世界应用最广的有

机磷除草剂
[9]

,具有较高的环境浓度.Sanchís等
[10]

在西班牙检测了 140 个不同地区地下水样品中,

有 41%检出了草甘膦,平均浓度为 200ng/L,最高

浓度为 2.5μg/L;Popp 等
[11]
调查了奥地利

Vorarlberg 地区最主要的河流,草甘膦浓度大约

为0.67μg/L;Peruzzo等
[12]
对阿根廷布宜诺斯艾利

斯省某主要农产区河流调查显示,草甘膦甚至达

到 0.70mg/L.但是目前对草甘膦毒性的研究集中

于急性毒性上,没有关于草甘膦内分泌干扰作用

方面的研究. 

本研究以青鳉鱼为实验动物,通过定量 PCR

评估了草甘膦对肝脏VTG的潜在诱导作用,并通

过分析调控雌激素合成的一系列脑垂体性腺轴

关键基因和肝脏雌激素代谢酶基因的表达变化

对其诱导机理进行了深入的解析. 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

40wt.%草甘膦异丙胺盐水溶液,购自 sigma; 

trizol,购自 invirogen;M-MMLV反转录套装,购自

康维世纪;SYB ®Green PCR Master mix,购自

invirogen. 

1.2  实验用鱼饲养 

青鳉鱼(Orange-Red strain)由本实验室繁殖并

饲养,养殖用水为经活性碳过滤并曝气的自来水.

水温控制在(25±1)℃ ,水硬度(以 CaCO3 计)为

(81.1±1.2)mg/L, pH 值为 7.9±0.1,溶解氧为(7.8± 

0.3)mg/L.光周期为 16h: 8h(昼 :夜 ),以丰年虫

(Artemia nauplii)刚孵化出的幼虫为饵料,每天上午

下午各喂食一次,并及时清除多余饵料和排泄物. 

1.3  暴露实验 

采用刚孵化出 1~3d(1~3dph)的鱼苗,进行暴

露实验.共设置 5个浓度梯度,每个梯度的草甘膦

异丙胺盐浓度分别为 0.2,2,20,200,2000µg/L.以

经活性碳过滤并曝气的自来水做空白对照.每日

全量换水.用超纯水稀释 40wt.%草甘膦异丙胺盐

水溶液配制一系列浓度为 0.004,0.04,0.4,4, 

40μg/μL 的标样,取 200μL 的上述标样到对应的

4L 暴露池中,使暴露池终浓度分别为 0.2,2,20, 

200,2000µg/L. 

暴露持续 5周,在最后 1d,每组随机取雌雄鱼

各 6条,用冰块麻醉,然后每条鱼分别取肝脏、性

腺和脑,做好标记,放入液氮中,用来提取总 RNA. 

1.4  总 RNA提取和 cDNA第一链合成 

采用 Trizol试剂分别提取肝脏、脑、性腺组

织总 RNA,然后对提取的总 RNA进行 DNase I

处理和纯化.所得总 RNA紫外光吸收 A260/280

大于 1.8.采用 HiFi-MMLV逆转录酶和

OligodT15引物合成 cDNA第一条链. 

1.5  荧光定量 PCR检测 

根据本实验室已建立的方法,用 ABI7500型

荧光定量 PCR 仪进行荧光定量 PCR 检测 , 

RPL-7 用作内参基因校正实验误差
[13]

.Primer 

Premier 5.0(Premier Biosoft)设计所测基因的引

物序列 ,设计时尽可能的跨越内含子 ,以降低

DNA污染.引物具体序列见表 1,由北京三博远志

生物技术公司合成. 

表 1  实时定量 PCR 引物 

Table 1  Primer pairs of SYBR® Green real-time PCR 

基因 引物序列 
Genebank 

NO. 

FSHβ 
5'-GGGATGTCCAGTGGGTTTCA-3' 

5'-GCCGCAGTATGTGGTTCTTGT-3' 
EF535801 

CYP19A
5’-GCGTAGAGCCCTTTTCGATGA-3’ 

5’-TGCGGCCCGTATTCAAGAT-3’ 
D82968 

17βHSDⅠ
5’-CTTGGCTGGAATGAAAGCACA -3’ 

5’-TGAAAGGAAGCCCATGGAGTC -3’ 
EF530597 

VTGⅠ
5’-CTCCAGCTTTGAGGCCATTTAC-3’ 

5’-ACAGCACGGACAGTGACAACA-3’ 
AB064320 

CYP1A
5’-ATCGGCCTGAATCGAAATCC-3’ 

5’-TGTGTCCCTTGTTGTGCAGTGT-3’ 
AY297923 

CYP1B
5’-GCTGTTTCTCTTCGTGGCATTA-3’ 

5’-CGATGTCATAGGCGTGAGGTTT-3’ 
JF894387 

CYP3A
5’-GAGATAGACGCCACCTTCC-3’ 

5’-ACCTCCACAGTTGCCTTG-3’ 
AF105018 

RPL-7
5’- CGCCAGATCTTCAACGGTGTAT -3’ 

5’- AGGCTCAGCAATCCTCAGCAT -3’ 
DQ118296 
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1.6  数据处理 

定量 PCR 数据以 2
-ΔΔCt
法计算基因的相对

表达量.采用 SPSS软件(Ver 11.5; Chicago, IL,美

国)的独立样品 t 检验,来检验不同暴露组和对照

组的基因表达差异的显著性,P<0.05为差异显著.

每个基因的不同浓度暴露组的基因表达量用对

照组基因表达量的倍数表示. 

2  结果 

2.1  肝脏卵黄蛋白原基因表达变化 
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图 1  草甘膦暴露对青鳉鱼肝脏中卵黄蛋白原(VTG I)表

达量的影响 

Fig.1  Vitellogenin gene expression in liver of medaka 

exposed to glyphosate 

*P<0.05, n=4~6 

在雌性幼鱼中,草甘膦在低浓度下(0.2µg/L)

即可显著诱导雌鱼卵黄蛋白原基因表达  (P< 

0.05),但是随着暴露浓度的增加,VTG I的表达量

逐渐降低,呈现明显的剂量效应关系.随着暴露浓

度的升高,VTG各浓度组基因表达量分别为对照

组的 101.36、41.76、11.92、5.26、5.34倍(图 1a).

在高浓度组(200,2000µg/L),和对照比VTG I基因

表达虽仍有所增加,但并不显著.在雄鱼中,草甘

膦对 VTG I基因表达诱导呈现先升后降的趋势:

浓度为 0.2、2、20µg/L时,VTG I基因表达量分

别为对照组的 1.64、2.87、41.35倍,浓度增加到

200, 2000µg/L时,VTG I的表达量分别是对照组

的 13.92和1.31倍(图 1b).除最低暴露组(0.2µg/L)

和最高暴露组(2000µg/L),其余各组 VTG I 均被

显著诱导. 

2.2  雌激素合成和代谢酶基因表达变化 

2.2.1  脑垂体性腺轴基因表达变化  对垂体性

腺轴中的 15个基因进行了检测.其中 3个下丘脑

促性腺激素释放激素(cGnRH、mdGnRH、sGnRH)

基因
[14]
和 3 个垂体促性腺激素亚基(GtHα、

FSHβ、LHβ)基因
[15-16]

,分别调控垂体促性腺激素

和性腺中性激素的合成分泌.另外,还涉及 9个激

素合成相关基因 (StaR、HMGR、CYP11A、

CYP11B、CYP17、CYP19A、3β-HSD、17β-HSD 

I、17β-HSDⅢ).在类固醇激素合成的早期步骤,

胆固醇的合成主要由羟甲基戊二酰辅酶 A 还原

酶(HMGR)这一酶调控
[17]

.类固醇急性调节蛋白

(StAR)负责将胆固醇转运至线粒体内,启动类固

醇激素的合成
[18]

.CYP11A 催化胆固醇生成孕烯

醇酮 ,这是类固醇激素生物合成的起点 ,后经

3β-HSD酶催化合成孕酮.CYP17酶具有 17α-羟

化酶和 17,20-裂解酶两种活性,可分别催化生成

17α-羟基孕酮和雄烯二酮,两个合成下游雌雄激

素的前体物.CYP19A 和 CYP11B 分别调控雌激

素雌二醇(E2)和雄激素 11-酮基睾酮(11-KT)的

合成
[19-20]

.17β-HSD I 可使雌酮转化为生物活性

更高的雌二醇.17β-HSDⅢ为雄激素的代谢酶,使

雄烯二酮还原为睾酮
[21]

.该 15 个基因基本涵盖

了整个垂体性腺轴调控性激素合成过程
[22]

.本研

究通过定量 PCR检测,筛选出显著受到草甘膦影

响的基因,以进一步解释草甘膦雌激素效应的分

子机理. 
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图 2  草甘膦暴露对青鳉鱼垂体性腺轴关键基因表达量的影响 

Fig.2  Hypophysial-gonadal axis key genes expression of medaka exposed to glyphosate 

*, P<0.05; n=4~6 

结果显示,在雌鱼中,从低浓度组到高浓度组,

脑部 FSHβ mRNA 相对表达量分别为对照组的

3.71、1.19、0.87、0.72、0.90倍.如图 2a,在 0.2µg/L

草甘膦暴露下,雌鱼的 FSHβ 表达显著上调(P< 

0.05),其他各浓度组变化不显著;性腺CYP19A和

17β-HSD I 基因相对表达量分别为对照组的

2.16、1.33、1.18、1.42、0.77倍(图 2c)和 1.49、

1.95、1.19、1.25、0.87 倍(图 2e).CYP19A 基因

在 0.2µg/L 草甘膦浓度下,被显著诱导(P<0.05),

而其他浓度组表达量相对对照组没有明显变化,
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但随浓度升高而逐渐下降 .17β-HSDI 基因在

2µg/L草甘膦浓度下被显著诱导(P<0.05),在其余

各浓度组该基因表达并没有显著变化. 

从低浓度组到高浓度组 ,雄鱼脑部 FSHβ 

mRNA相对表达量分别为对照组的 0.91、1.19、

1.85、1.12、1.23 倍(图 2b),但是只有在 20µg/L

时,才被显著诱导(P<0.05);雄鱼 17β-HSDI 基因

相对表达量分别为对照组的 2.31、2.90、4.33、

7.98、3.08倍(图 2f).在 0.2µg/L和 2000µg/L浓度

时,17β-HSD I 表达量显著上升(P<0.05),其余各

组中 17β-HSD I基因表达量呈现上升趋势,相对

对照组均有 2倍以上差异,但并不显著. 
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图 3  草甘膦暴露对青鳉鱼肝脏中主要雌激素代谢酶 CYP1A、CYP1B和 CYP3A表达量的影响 

Fig.3  Expression of estrogen-related metabolic genes in liver of medaka exposed to glyphosate 

*, P<0.05, **,P<0.01, n=4~6 
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2.2.2  雌激素代谢酶基因表达变化  各浓度组草

甘膦暴露均能显著抑制雌鱼体内雌激素代谢酶基

因的表达(P<0.05).CYP1A、CYP1B 和 CYP3A 

mRNA表达量,按浓度递增的顺序,分别为对照组

的 0.42、0.19、0.27、0.26、0.66 (CYP1A)倍;0.06、

0.35、0.15、0.26、0.11(CYP1B)倍和 0.31、0.20、

0.23、 0.18、 0.21(CYP3A)倍 (图 3a、 3c 和

3e).CYP1A 的表达量,随着暴露浓度的升高,呈现

先降后升的 U型变化趋势,而 CYP1B和 CYP3A

各浓度组的表达量则相对稳定. 

如图 3b、3d和 3f,从低浓度到高浓度的各暴

露组中,雄鱼 CYP1A mRNA 表达量分别为对照

组的 0.38、0.12、0.27、0.17、1.16倍;CYP1B表

达量分别为 0.44、0.15、0.36、0.42、2.94倍;CYP3A

表达量分别为 0.55、0.32、0.38、0.45、0.70倍.

除了 CYP1A 和 CYP1B 在最高浓度组表达量和

对照组无显著差异,雄鱼肝脏雌激素代谢酶的表

达在其他浓度组均被显著抑制(P<0.05),并且随

着暴露浓度的升高,均呈现出先降后升的 U型表

达模式. 

3  讨论 

本研究中,草甘膦暴露能够显著诱导雌雄青

鳉鱼中 VTGI 基因的表达,并呈现一定的剂量效

应关系(图1),表明草甘膦具有一定的雌激素效应.

并且雄鱼 VTGI 基因诱导能力明显小于雌鱼,这

与 Bickley 等
[23]
的研究结果一致,即雌鱼对雌激

素物质较雄鱼更加敏感. 

Petit 等
[24]
通过酵母双杂交筛选实验,证明草

甘膦本身并不具有雌激素受体结合活性 , 

Hiroyuki Kojima 等
[6]
利用转染人雌激素受体和

雌激素反应元件重组质粒的中国仓鼠肝细胞进

行草甘膦雌激素受体结合活性实验,也得到相似

的结果.这些实验结果说明草甘膦并不能直接介

导雌激素受体而诱导肝脏 VTG 表达.大量文

献 

[25-27]
已经证明,鱼体内 VTG 合成主要依赖于

血液中雌二醇(17β-E2)浓度水平,并受到 17β-E2

的直接调控,因此为了进一步分析草甘膦诱导

VTGI 表达的潜在机理,本研究测定了雌激素合

成和代谢相关基因的表达变化. 

芳香化酶(CYP19)和 17β-羟基类固醇脱氢

酶(17β-HSDI)是促进性腺雌激素合成的两个重

要酶,能够将睾酮(Testosterone,T)转化 17β-E2、

雌酮(Estrone,E1)转化 17β-E2
[28]

.在草甘膦雌鱼

2µg/L暴露组,性腺 17β-HSDI显著表达(P<0.05),

可能对VTG的上升具有一定贡献.而在脊椎动物

中,肝脏细胞色素 450酶(CYP450s)中的 CYP1A、

CYP1B和CYP3A是将 17β-E2代谢为 2-羟雌二

醇(2-OHE2)的主要酶
[29]

,研究表明 ,在鱼类中 , 

CYP1A在 17β-E2代谢中起到的作用更大
[30]

. 

结果显示,雌鱼脑部 FSHβ 和性腺 CYP19A

在最低浓度下即被显著表达(P<0.05),而后随暴

露浓度的升高,表达量呈现降低的趋势,显示出

与雌鱼 VTG 相似的表达模式.这可能是由于脑

部 FSH 可以提高性腺芳香化酶(CYP19A)的表

达量和活性
[31-32]

,从而增加了性腺雌激素合成,

最终导致 VTG 合成量升高.另一方面雌鱼肝脏

雌激素代谢酶,在各暴露浓度组均被显著抑制

(P<0.05),这种抑制作用与毒死蜱抑制 CYP1A

表达的报道类似
[33-34]

. 

同雌鱼相似,雄鱼肝脏雌激素代谢酶表达也

被显著抑制.另外,在 E2 代谢过程中起到作用更

大的 CYP1A,呈现 U型的表达模式,和雄鱼 VTG

基因表达的倒 U 型的剂量效应关系一致 .据

Anderson 等
[35]
以虹鳟鱼肝细胞进行的体外实验

显示,CYP1A表达同 VTG的合成具有负相关性.

因此,草甘膦抑制雄鱼体内雌激素代谢而诱导肝

脏 VTG基因表达.除了代谢因素,雄鱼脑部 FSHβ

虽然具有和 VTG 相同的表达模式 ,但性腺

CYP19A 基因在各浓度组均未有显著变化.雄鱼

17β-HSDI 在最低和最高两个浓度组,均有显著

表达(P<0.05),但是这两组的 VTG 表达量并没有

显著变化,而在 VTG 表达量显著上升的实验组,

雄鱼 17β-HSDI 均有两倍以上的升高,不过由于

组内差异较大 ,并没有显著性 .说明雄鱼

17β-HSDI 在 VTG 上升过程中可能并不起关键

作用. 

4  结语 

一定浓度范围内草甘膦可以诱导青鳉鱼
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VTG 表达,显示雌激素效应.并且其雌激素效应

的诱导机理在雌雄鱼中存在一定的差异.在雌鱼

体内草甘膦通过上调脑部 FSH 表达 ,诱导

CYP19A 表达,从而加强了雌激素合成能力.而在

雄鱼中 ,则主要通过抑制肝脏雌激素代谢酶

(CYP1A 和 CYP3A),使体内 17β-E2浓度升高从

而诱导 VTG表达变化. 
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