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摘要 :壬基酚是 1 种环境雌激素物质 ,以血清卵黄蛋白原作为生物标记物检测壬基酚的最低雌激素效应浓度高于 10μg/ L . 利

用亚成体青　鱼进行不同浓度的 (1、10、50、100μg/ L)壬基酚暴露实验 ,运用实时定量 RT2PCR 方法 ,从分子水平上 ,对青　鱼

V TG2Ⅰ、V TG2Ⅱ、CHG2H 和 CHG2L 的基因表达进行了研究 ,并对低浓度壬基酚的环境雌激素效应进行了分析. 结果表明 :1

μg/ L浓度的壬基酚暴露组青　鱼肝脏的 V TG2Ⅰ、V TG2Ⅱ、CHG2H、CHG2L 基因表达均被显著诱导 ,说明实时定量 RT2PCR

能够检测 1μg/ L壬基酚的环境雌激素效应 ,具有在现实环境中的应用前景.
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Abstract :It has been demonstrated that nonylphenol ( NP) exerts estrogenic activity. Quantitative real2time reverse transcription2
polymerase chain reaction (RT2PCR) was used to study the V TG2Ⅰ, V TG2Ⅱ, CHG2H and CHG2L genes expression in the liver of
juvenile medaka exposed to NP at 1 ,10 ,50 ,100μg/ L for 60 days. The results show that the V TG2Ⅰ, V TG2Ⅱ, CHG2H and CHG2
L genes expression in the liver of juvenile medaka are induced even at 1μg/ L significantly. It should be noted that the lowest2
observed2effect concentration (LOECs) based on the hepatic vitellogenin ( V TG) induction is about 1 μg/ L , suggesting that
quantitative real2time RT2PCR can detect the estrogenic activity of NP at relatively low concentration , and there is a potential
application in evaluating the estrogenic activity of NP in aquatic environment .
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　　卵黄蛋白原 (V TG) 是在雌二醇的作用下肝脏

中生成的一种蛋白 ,是卵黄蛋白的前体 ,通常只能在

雌鱼的血液中检出 ,雄鱼血液中很低或者很难检

出[1 ] . V TG作为评价壬基酚 (NP) 等内分泌干扰物

质雌激素活性的生物指标已经得到广泛应用[2～4 ] .

另外 ,已有研究表明 ,卵壳前体蛋白 ( CHG) 也是重

要的环境内分泌干扰物质的生物标记物[5 ] . V TG和

CHG分别包括 V TG2Ⅰ、V TG2Ⅱ和 CHG2H、CHG2L

2 个基因. NP 是非离子表面活性剂壬基酚聚氧乙烯

醚 (NPEOs)的合成材料和代谢产物 ,是一种广泛存

在于各种环境介质中具有雌激素活性的物质.

Masanor等采用了基于蛋白水平的酶联免疫分析

( EL ISA)方法 ,研究表明 NP 诱导青　鱼卵黄蛋白

原的最低影响浓度 (LOECs) 为 1116μg/ L [6 ] . 虽然

EL ISA 相对于高效液相色谱 ( HPLC) 灵敏度较高 ,

但是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[7 ,8 ] ,在评价低浓度暴露下 NP 的

雌激素活性时仍然存在一些问题. 近年来 ,实时定量

RT2PCR 方法的建立 ,使从分子水平上进行基因表

达准确定量成为毒理学研究的便捷工具 ,从而使环

境浓度水平的 NP 雌激素活性研究成为可能. 本文

以青　鱼为实验动物 ,运用实时定量 RT2PCR 方

法 ,以 V TG2Ⅰ、V TG2Ⅱ、CHG2L 和 CHG2H 基因

mRNA 表达作为指标 ,研究不同浓度 NP 的雌激素

活性.

1 　材料与方法

111 　实验材料

壬基酚 (NP ,技术级)购自日本东京化学株式会

社 ;二甲基亚砜 (DMSO) 为美国 Sigma 公司产品.

t rizol 试 剂、反 转 录 酶 试 剂 ( Superscrip III ) 为

Invit rogen 公司产品 , 无 RNA 酶活性的 DNA 酶 Ⅰ
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和普通 PCR 试剂 ( EX Taq PCR 试剂盒) 以及引物合

成服务购自大连宝生物公司 ;实时定量 PCR 试剂

(SYBR ○R Green I master mix) 购自美国应用生物系

统公司.

青　鱼 ( O ryz ias lati pes ; Orange red 品系) 为孵

化后 20 日龄的亚成体 (体长 :916 mm ±117 mm ;体

重 :9412 mg ±914 mg) . 该品系获赠于日本国土环

境研究所 ,在本实验室已驯化 4 代以上. 养殖和暴露

期间条件控制 : 水温 25 ℃～ 28 ℃, 水硬度 810

mg/ L ,p H 值 715～718 ,溶氧 810～910 mg/ L . 光周

期控制在昼∶夜 = 16∶8. 饲料为新孵化的活体卤虫.

112 　实验方法

根据文献 [6 ] , NP 的雌激素的效应出现在 10

μg/ L 附近. 本文为了观测低浓度范围内的 NP 雌激

素效应 ,增加了 1μg/ L的低暴露浓度. 梯度配制 (2、

1、012、0102 mg/ mL) 壬基酚 DMSO 溶液 , 按照

01005 %(DMSO 溶液与水的体积分数) 的比例配制

实验暴露组 ( 1、10、50、100 NP μg/ L) 和对照组

(DMSO 试剂)用水. 暴露 60 d 后杀鱼取肝脏 ,肝脏

用液氮速冻保存至总 RNA 提取.

按照试剂说明 ,将液氮冻存的肝脏加到 015 mL

trizol ( Invit rogen ,Life Technologies) 试剂中匀浆 ,提

取总 RNA. 总 RNA 进行 DNase Ⅰ(50 单位)处理以

去除可能残存的基因组 DNA. 用 A 260/ A 280 检测

RNA 质量 ,该值大于 118 ,且 1 %的甲醛琼脂糖变性

凝胶电泳证实总 RNA 没有明显降解 ;记录 A 260值 ,

换算 RNA 浓度. 按照 Superscrip Ⅲ试剂说明 ,进行

反转录反应 ,合成 cDNA.
表 1 　青　鱼基因实时定量 PCR引物

Table 1 　Primer pairs of SYBR ○R Green Real2time PCR assay for medaka

基因
正反链
引物

引物序列
PCR 产
物/ bp

V TG2Ⅰ
Forward 5′2CTCCAGCTTTGAGGCCATTTAC23′

81
Reverse 5′2ACAGCACGGACAGTGACAACA23′

V TG2Ⅱ
Forward 5′2CCAAGACCAAAGACCTGAACC23′

167
Reverse 5′2TAAGATTAGGGAACCAGTAGT23′

CHG2H
Forward 5′2TACTTTCCCGTCACTTATTGC23′

189
Reverse 5′2TTCCACGACCAGAGTTTCAAC23′

CHG2L
Forward 5′2CAACATCTGCTGCTTATCCCC23′

257
Reverse 5′2GACATCGCCTTCCCATTCCAG23′

　　参照 t rizol 试剂说明 ,从提取 RNA 后剩余有机

相 中 提 取 DNA. 采 用 引 物 ( 正 链 5′2
CCTGAA GTGGTGGTGAA GAA TG23′和 反 链 5′2
CTGGACGA TGAA GCA GA GTA GC23′) 进 行 普 通

PCR 扩增. 琼脂糖凝胶电泳 ,011 %溴化乙锭染色 ,

紫外观察 850bp 条带 ,该条带为基因型雄性特有. 实

时定量 PCR 引物参照表 1. 各基因的标准品制备和

计算方法参照文献报道[8 ,9 ] . 将标准品梯度稀释制

备标准曲线 ,见图 1 (A) . 实时定量 PCR 反应液组

成 :SYBR ○R Green I master mix 10μL ,正反链引物

(20 μmol/ L) 各 014 μL ,反转录反应液 ( cDNA) 1

μL ,加双蒸水至 20μL ,进行实时定量 PCR 反应. 反

应条件 :首先在 50 ℃下激活 UN G酶活性 2 min ,其

次在 95 ℃下灭活 UN G 酶活性并同时激活 Taq 酶

活性 10 min ,最后从 95 ℃,15 s 变化成 60 ℃,60s ,循

环 40 次. 为了避免由非特异扩第一步增引起的假阳

性结果 ,在 PCR 反应完成后进行裂解曲线程序 ,图

1 (B)为 V TG2Ⅰ基因的裂解曲线.

图 1 　青　鱼 VTG2Ⅰ基因实时定量 PCR2SYBR Green

荧光染料法标准曲线( A)和裂解曲线( B)

Fig. 1 　Standard curves (A) and heat dissociation curves (B)

for medaka V TG2Ⅰgene , by SYBR ○R Green detection

113 　统计分析

本文采用独立样本 t 检验进行数据差异状况比

较. 当 p < 0105 时 ,认为差异显著. 所有数据和图表

均以平均值 ±标准偏差形式.

2 　结果和讨论

图 2 表示了 NP 诱导青　鱼肝脏 V TG2Ⅰ、

V TG2Ⅱ、CHG2H 和 CHG2L 基因表达的剂量2效应

关系. 对照组的 VTG2Ⅰ、VTG2Ⅱ、CHG2H 和 CHG2L
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图 2 　实时定量 RT2PCR( SYBR Green 荧光染料法)对对照组和壬基酚暴露组青　鱼肝脏 VTG2Ⅰ、VTG2Ⅱ、

CHG2H和 CHG2L 基因表达定量结果( n = 6 ,平均值±标准偏差)

Fig. 2 　Quantifications of V TG2Ⅰ, V TG2Ⅱ, CHG2H and CHG2L gene expressions in livers of medaka in control and

42NP exposed groups by real2time PCR , SYBR Green detection1 ( n = 6 , mean ±S1D. )

mRNA 的水平分别为 ( 1129 ×105 ±5134 ×104 )

copies/μg ; ( 9193 ×104 ±4182 ×104 ) copies/μg ;

(1174 ×109 ±4184 ×108 ) copies/μg 和 (1113 ×1010

±4144 ×109) copies/μg ,NP 暴露各组 (1、10、50、100

μg/ L) 的 V TG2Ⅰ、V TG2Ⅱ、CHG2H 和 CHG2L

mRNA 均显著高于对照组 ( p < 0105) , NP 浓度从

10μg/ L至 100μg/ L , V TG mRNA 和 CHG mRNA

的诱导量几乎呈对数直线上升. 值得注意的是 1

μg/ L的 NP 暴露组的各基因 mRNA 表达量都显著

高于对照组的 ( p < 0105) ,其中 V TG2ⅠmRNA 水

平是对照组的 32517 倍 ; V TG2ⅡmRNA 是对照组

的 4910 倍 , CHG2H mRNA 是对照组的 312 倍 ,

CHG2L mRNA 是对照组的 6 倍. 如前言所述 ,

Masanori 等利用 EL ISA 方法 ,对青　鱼进行 313～

4417μg/ L的 NP 毒理暴露研究 ,发现 NP 的最低影

响浓度 (LOECs) 为 1116μg/ L ; Ward 等对暴露 NP

的黑头呆鱼 ( Pi mephales promelas) 早期发育研究也

只在 14μg/ L (LOECs) 以上浓度检测到毒性效应 ,

这些 LOECs 均高于本研究中 NP 的最小浓度[6 ,10 ] .

这说明 ,从基因表达角度 ,特别是应用实时定量 RT2
PCR 能够检测更低浓度水平的 NP 雌激素活性 ,而

在现实环境中 NP 的浓度经常在 0111～3108μg/ L

的范围检出[11 ] . 因此 ,实时定量 RT2PCR 在现实环

境 NP 的毒理研究领域具有广泛的前景.

　　另外 ,在本研究中 1μg/ L NP 暴露组的 V TG2I

mRNA 表达量显著高于 10μg/ L NP 暴露组的表达

量 ( p < 0105) ,而其他 3 个基因的表达水平虽然略

高于 10μg/ L NP 暴露组的表达量 ,但无显著性差异

( p > 0105) . 这种近似 U 型的剂量效应关系在一些

内分泌干扰物质 (如阿特拉津、双酚 A) 中曾经有大

量报道[12 ] ,但目前在 NP 中尚未见报道. Gaylor 等

认为最低效应浓度的概念并不适用于内分泌干扰物

质[13 ] ,并且这一设想得到了 Sheehan 等的实验证

实 ,并被 Crews 等列为内分泌干扰物质未来研究的

主要主题之一[14 ,15 ] . 本研究设计了从 1～100μg/ L

NP 暴露实验 ,在最低剂量仍然有较高的雌激素效

应出现 ,至于 NP 是否符合 Gaylor 等的理论 ,还有待

进一步研究.

3 　结论

运用实时定量 RT2PCR 方法 ,从基因表达角

度 ,以 V TG2Ⅰ、V TG2Ⅱ、CHG2H、CHG2L 作为生物

标记物基因 ,成功检测出 NP 在 1μg/ L的雌激素活

性. 同时 ,发现暴露 NP 能够导致青　鱼 V TG2Ⅰ基
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因表达的非典型剂量效应关系. 可见 ,实时定量

RT2PCR方法是评价 NP 环境雌激素效应的有效

方法.
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