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壬基酚和雌二醇干扰罗氏沼虾卵黄蛋白原

!"# 基因表达的效应
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摘要：对刚孵化后的罗氏沼虾（1+2*(3*+2"#)4 *(&%$3%*/##）亲虾用高低两个浓度的壬基酚（()(*+,-.()+，/0，

%""!123 和 "4"%!123）和雌二醇（.56789:)+，;!，%!123 和 "4"%!123）进行浸泡处理，分别于 < 9 和 = 9 对罗氏

沼虾肝胰腺和卵巢中卵黄蛋白原（>:6.++)1.(:(，?@A）基因表达变化进行半定量分析。结果显示，/0 和 ;!

能够提高罗氏沼虾肝胰腺和卵巢中卵黄蛋白原 ?@A 基因的表达。%""!123 /0 对罗氏沼虾表现出雌激

素效应，"4"%!123 /0 作用效果不明显；而 ;! 则在 %!123 和 "4"%!123 两个浓度下均对罗氏沼虾有较强

的雌激素效应。在 %""!123 /0 作用下，卵巢 ?@A 表达量 < 9 和 = 9 均保持较高水平，无明显下降，其他

实验组均是 < 9 ?@A 基因表达量升高，= 9 后表达量较 < 9 表达量有所降低。结果表明，与其他动物一

样，/0 对罗氏沼虾具有内分泌干扰作用。
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内 分 泌 干 扰 物 质（ .(9)W7:(. 9:57P,6:(1
W-.T:W8+5，;BC5），是指干扰生物体正常的内分

泌机能，并影响生物体或其后代发育、繁殖和行

为的外源性化学物质，由于它往往具有类雌激

素作用，故又称为环境雌激素［%］（.W).567)1.(
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!"#$ 的研究方法有多种，包括哺乳动物实

验［% & ’］、鸟 类 实 验［(］、鱼 类 实 验［)］、两 栖 类 实

验［*］等。其中卵黄蛋白原（+,-.//01.2,2，345）作

为一种高效、特异、灵敏的生物标志物已经逐渐

成为 !"# 研究的一个主要手段。345 是鱼、甲

壳类等动物雌性性成熟时肝细胞合成的一种蛋

白质，通过血液循环，运输到卵巢，合成卵黄蛋

白，为卵细胞和胚胎的发育提供营养。在幼年

非性腺成熟期或雄性动物体内 345 的含量甚

低，在 !"# 作用下未成熟的雌性动物和雄性动

物体内 345 会升高，故 345 可作为 !"# 污染

的一个重要指标。目前实验方法可直接检测

345 蛋白［6 & 7%］水平或对 345 的 89:; 水平进

行半定量分析［7<，7’］。

=0>.2?.2 等［(］利用莫克雌醇和有机氯杀虫

剂 ""4 处理小鸡（ !"##$% &’()%*+,$%）及鲱鱼鸥

（-".$% "./)0*"*$%）胚胎肝细胞，结果显示，7 280/
@= 浓度的甲氧基降孕三烯炔二醇（80A.$->0/）对

鲱鱼鸥肝细胞 345 89:; 诱导水平相当于 7B
280/@= 的甲氧基降孕三烯炔二醇对小鸡胚胎肝

细胞的诱导，而 ""4 活性较弱。C/0D$ 等［*］研究

了 !%、:E 和双酚 ; 对雄性非洲爪蛙（ 1)0’2$%
#")3+%）原代肝细胞的 345 89:; 诱导的剂量依

赖性关系和时间反应关系，< 种受试物的雌激

素活性 !% F :E F 双酚 ;。3D2 G.2 H./- 等［7%］将

雄性斑马鱼（4"0+’ .).+’）和虹鳟（50,’.670,6$%
(78+%%）幼鱼暴露在多种 !"#（:E、辛基酚、双酚

; 和 7*!I雌二醇等）中。结果表明，:E、辛基酚、

双酚 ; 和 7*!I雌二醇对两种鱼均具有雌激素活

性。EDJ/0J$K, 等［7’］分别在 7’L、76L对暴露在

7*!I雌二醇、:E 和双酚 ; 的虹鳟鱼肝细胞 345
及雌激素受体的 89:; 水平进行检测，结果表

明，76L下暴露于 7*!I雌二醇中 7% M 和 %’ M 后

345 及雌激素受体的 89:; 水平升高。

相对于脊椎动物，无脊椎动物 !"# 研究很

少。虽然对甲壳动物卵黄发生的研究，已取得

了显著的进展［7(］，但利用虾进行 !"# 研究的报

道不多见。无脊椎动物在自然界分布广泛，尤

其是水生无脊椎动物极易受到 !"# 的作用，影

响着生态稳定和人类生存安全，开展这方面研

究无疑有着重要意义。本实验以具有较高经济

价值的罗氏沼虾（9",.’:.",6+$( .’%)0:)./++）为

受试生物，用不同浓度雌二醇（.$->DG,0/，!% ）和

壬基酚（202N/OM.20/，:E）进行处理。通过 94I
E#9 技术分别对 < G 和 ( G 后卵巢、肝胰腺组织

中 345 基因表达的变化进行半定量分析。以

期对甲壳动物的 !"# 作用有一些了解，并探讨

!"# 对甲壳动物作用与高等动物的不同之处。

对于高等动物而言，!% 一般不作为 !"#，

只作为 !"# 参比物，而甲壳动物与高等动物内

分泌机制不同，并不是所有甲壳动物中体内都

有雌二醇［(，7) & 7P］，所以在本实验中也将其作为

!"# 进行研究。

! 材料与方法

!"! 材料 实验材料为刚孵化后罗氏沼虾亲

虾，购于上海申漕特种水产开发有限公司，运回

上海水产大学生态楼在 7BB = 的水箱中暂养 %
& < G，水温控制在（%% Q BR(）L。依据罗氏沼

虾卵巢不同发育时期［%B］，取刚产过卵、卵巢尚

未发育的虾进行实验，卵巢的外观颜色为灰白，

体长（7%RB% Q BR6P）S8，体重（7PR7% Q %R*%）1，性

腺指数 BR(< Q BR7%，肝胰腺指数 %R)’ Q BR(6。

参照吴垠等［%7］方法，随机分组，每组 ) 只虾，浸

泡处理，%’ M 完全换水，并重新给药。分别于第

< G、第 ( G 取虾卵巢和肝胰腺，并立即进行总

9:; 的提取。

:E、!% 购自 T,18D 公司，:E 给药浓度分别

为 :E"7BB#1@= 和 :E$BRB7#1@=；!%给药浓度

分别为 !%"7#1@= 和 !%$BRB7#1@=，每次换水

后维持药物浓度不变。

!"# 实 验 药 品 与 仪 器 4>,?0/ 试 剂（HHU，
#D2DGD）、;V3 第一链 S":; 合成试剂盒、E#9
扩增试剂盒，购于上海生工生物工程技术服务

有限公司；"!E#，上海捷备思基因技术有限公

司；雌二醇、壬基酚、氯仿（分析纯）、异丙醇（分

析纯），国药集团化学试剂有限公司；*(W乙醇，

上 海 振 兴 化 工 一 厂；T,18D 冷 冻 离 心 机；

;8.>$MD8 X/->0$O.S %BBB 紫 外 分 光 光 度 仪；
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!""#$%&’( 金 属 加 热 器；!""#$%&’( )*+,#’-.-/#’
0’*$%1#$, 234 仪；0#$# 0#$15+ 凝胶成像系统。

!"# $%& 提取以及浓度、纯度和完整性鉴定

用 6417&/ 试剂抽提罗氏沼虾卵巢和肝胰腺组

织总 489，具体步骤参考 6417&/ 试剂使用说明。

测定总 489 :; 值，得到 :;<=> ?:;<@>比值在 ABC
D <B< 之间，说明提取的 489 纯度高，无蛋白质

和 ;89 污染。用 AE 69! 琼脂糖凝胶电泳检

测，出现 <@F、A@F 和 GF 三条带。

!"’ ()%& 第一链合成 用 9)H 第一链 -;89
合成试剂盒，按试剂盒说明严格操作。加热均

在 !""#$%&’( 金属加热器上完成。

!"* 序列比对和引物设计 根据已报道的罗氏

沼虾卵黄蛋白原 H60 基因全序列（0#$I*$J 序列

编号为 9I>G=KG@），以及分类地位接近的几种虾类

的 H60 序 列：长 额 虾（ !"#$"%&’ ()*’+#,-&’ ）

（9IAALG<K）；对虾（!.#".&’ ’./+’&%0"-&’）（9M>GANAO
@）；用 3/5+,*/P 进行全序列比对，得到 H60 一段

保守 区 域，扩 增 位 置 为 H60 Q489 序 列 的

A <K> D A KC> 位点附近。在此区域范围内，用

:/1R& = 软件进行引物设计，得到 H60 引物：

上游 引 物：GSO33093396039663936330O
6609ONS；下游引物：GSO60660339900093663O
90690903ONS。扩增片段长度为 <GA T"，引物

合成委托上海生工生物工程技术服务公司进

行。

根据 0#$I*$J 查得包括罗氏沼虾在内的几

种虾类的 A@F 序列：罗氏沼虾（9MK=AGCC）；沼虾

（1 U *,-+&#"）（;V>LCLLG=）；长 臂 虾（ !"%"./,#
.%.2"#’）（;V>LCL=K）；秀 丽 白 虾（ !"%"./,#.-.’
*"%&$,’&’）（;V>LCLLGG）。用 3/5+,*/P 进行全序列

比对，结果得到 A@F 是一个比较保守的基因。

扩增位置为 A@F Q489 序列的 ALA D NA< 位点附

近。:/1R& = 软件设计引物：

上游引物：GSO6066930006093009ONS；下

游 引 物：GSO99669303909363009909ONS。扩

增片段长度为 ACC T"，引物合成委托上海生工

生物工程技术服务公司进行。

!"+ 半定量 ,-$ 检测 采取罗氏沼虾不同时

间段、不同组织 A!R 总 489，在 9)H 逆转录酶

作用下合成 -;89 第一链。<G!/ 234 反应体

系，包括模板 -;89 第一链 A!/，A> W 234 I5((#’
<BG!/，%862（< QQ&/?X）<BG!/，)R3/<（<G QQ&/?
X）<!/，H60 上游引物（KBL!Q&/?X）和下游引物

（NBL!Q&/?X）分别 <BG!/ 和 NBA!/，A@F ’489 引

物（KBC!Q&/?X）均为 <BG!/，加 %%Y<: 至总体积

为 <G!/。反应过程 为：CKB>Z 预 变 性 < Q1$；

CKB>Z K> +，GLB>Z K> +，L<B>Z K> +，N> 个循

环；L<B>Z后延伸 A> Q1$。

实验设三次重复，扩增产物每管取 A>!/ 进

行 ABGE 69! 琼脂糖凝胶电泳分析，!I 染色。

表达结果通过 I98;F398 软件对条带灰度进

行分析计算，按目的基因条带光密度?A@F 条带

光密度计算，使用 !P-#/ 软件进行统计分析，用

平均值 [ 标准差表示。

. 结 果

."! $%& 电泳检测 总 489 提取之后，紫外

分光光度计测定 489 :; 值，得到 :;<=> ?:;<@>

比值在 ABC 和 <B< 之间。取 489 N!/ 与 <!/ 溴

酚蓝上样缓冲液混合，经 AE 69! 琼脂糖凝胶

电泳检测。结果如图 A 所示，出现 <@F、A@F 和

GF N 条带，说明样品纯度合格。

图 ! 罗氏沼虾肝胰腺和卵巢总 $%& 电泳图

/012 ! 34567 $%& 894: 70;<9 6=> 4;69? @<A6965<>
4= 61694@< 1<7 0= !"#$%&$"#’()* $%+,-&,$.((

.". B. 和 %, 对不同组织中 C3D 基因表达的

影响 46O234 产物经电泳后，H60 和 A@F 内参

基因分别在 <GA T" 和 A=C T" 处出现明显条带，

与预期条带大小一致，如图 <*、T 和图 N*、T 所

·N·K 期 吴 楠等：壬基酚和雌二醇干扰罗氏沼虾卵黄蛋白原 H60 基因表达的效应



示。图 !"、# 分别是在肝胰腺和卵巢中，根据电

泳图中 $%& 和 ’() 条带光密度比值进行统计

分析所获得的 $%& 基因相对于 ’() *+,- 基因

的拷贝数，显示了目的基因在不同浓度 ./01
的处理下表达水平的变化。

图 ! 不同浓度的 "! 和 #$ 对肝胰腺中 %&’ 及

()* 基因表达的影响

+,-. ! "//0123 4/ "! 567 #$ 46 %&’ 567

()* -060 089:033,46 ,6 ;095241<203
"、# 分别为 $%& 和 ’() +%230+ 产物经 ’456%-. 琼脂糖凝

胶电泳结果；.7!、.7"分别表示处理浓度为 ’#89: 和 ;4;’

#89: 的 .7；,3!、,3"分别表示处理浓度为 ’;;#89: 和

;4;’#89: 的 ,3；<=/,- 分子量标记 /:7;;;；0=对照组。

"、# *>?*>1>@A $%& "@B ’() +%230+ ?*CBDEA1 1>?"*"A>B #F %-.2

’456 "8"*C1> 8>G *>1?>EAHI>GF；.7!、.7" *>?*>1>@A ’#89: "@B

;4;’#89: CJ .7；,3!、,3"*>?*>1>@A ’;;#89: "@B ;4;’#89: CJ

,3；<=/,- <"*K>* /:7;;;；0= 0C@A*CG 8*CD?=

!=!=( 肝胰腺中 $%& 基因表达的变化 受试

虾浸泡在不同浓度的 ,3 和 .7 后，在 L B 和 5 B
肝胰腺中 $%& 基因表达量与对照组相比较，结

果如图 !" 所示。

,3!（’;;#89:）处理后，L B 内 $%& 表达量

上调，处理 5 B 后 $%& 表达量与对照组比较差

异不明显；,3"（;4;’#89:）处理后，$%& 表达

量无明显变化。.7!（’#89:）处理后，$%& 基

因表达在 L B 和 5 B 内与对照组比较，表达量明

显上调；.7"（;4;’#89:）处理后，L B 内 $%& 表

达量上调，但明显低于 .7!（’#89:）L B 和 5 B

诱导效应，.7"（;4;’#89:）处理 5 B 后 $%& 表

达量有下降，但仍高于对照组表达量。

!=!=! 卵巢中 $%& 基因表达的变化 结果如

图 !# 所示，经 ,3!（’;;#89:）处理后，L B 和 5
B 内 $%& 表达均上调且水平差异不大；经 ,3"

（;4;’#89:）处理后，L B 后表达量上调，5 B 后回

落，略高于对照组水平。经 .7!（’#89:）处理

后，卵巢中 $%& 基因表达在 L B 和 5 B 内与对

照组比较，均有明显上调，5 B 后的表达量比 L B
后的表达量有所降低；经 .7"（;4;’#89:）处理

后，L B 内卵巢中 $%& 表达比对照组表达量高，

5 B 后表达量有下降，略高于对照组。

图 > 不同浓度的 "! 和 #$ 对卵巢中

%&’ 及 ()* 基因表达的影响

+,-. > "//0123 4/ "! 567 #$ 46 %&’ 567

()* -060 089:033,46 ,6 4?5:<
"、# 分别为 $%& 和 ’() +%230+ 产物经 ’456%-. 琼脂糖凝

胶电泳结果；.7!、.7"分别表示处理浓度为 ’#89: 和 ;4;’

#89: 的 .7；,3!、,3"分别表示处理浓度为 ’;;#89: 和

;4;’#89: 的 ,3；<=/,- 分子量标记 /:7;;;；0=对照组。

"、# *>?*>1>@A $%& "@B ’() +%230+ ?*CBDEA1 1>?"*"A>B #F %-.2

’456 "8"*C1> 8>G *>1?>EAHI>GF；.7!、.7" *>?*>1>@A ’#89: "@B

;4;’#89: CJ .7；,3!、,3"*>?*>1>@A ’;;#89: "@B ;4;’#89: CJ

,3；<=/,- <"*K>* /:7;;;；0= 0C@A*CG 8*CD?=

> 讨 论

在 ./0 研究中，雌激素应答元件包括 $%&
基因、雌激素受体 .+ 基因、绒毛膜促性腺激素

基因（EMC*HC8>@H@ 8>@>）等一系列基因。目前在
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图 ! " 次半定量 #$%&’# 结果的统计分析

()*+ ! ,-.-)/-)0.1 .2.13/)/ 45 /67)%89.2-)-.-):6 #$%&’# 5;47 " )2<6=62<62- 6>=6;)762-/
表达结果经 !"# 进行矫正。$%肝胰腺；&%卵巢。

’() *$+$ ,)-) ./-0$123)* &4 +() !"# 5).) )67-)882/.% $%9)7$+/:4+)8；&% ;<$-4%

无脊椎动物中，已证实 => 和 ?@ 有一定的雌激

素效应。A()B2)-)［@@］等运用 ?CD#E 技术直接定

量糖虾（!"#$%&’& ’()"*"+）F’A 蛋白水平，=> 作

用 GH ( 后 检 测 到 了 F’A 蛋 白 量 的 变 化。

#(2023I等［@J］发现，将藤壶（ ,-.-(/&）幼体暴露

在 => 和 ?@ 中，藤壶的发育和附着都受到了 =>
的干扰。暴露在 => 和 ?@ @K ( 和 L" ( 后，附着

率显著下降，而将藤壶幼体移至无 ?MN 环境中

@L ( 后发现 => 和 ?@ 的干扰可逆。在脊椎动物

中，=> 和 ?@的雌激素效应研究工作更加丰富。

>$2+［@L］等 对 注 射 => 和 ?@ 的 雄 鱼（ 0/(1/./&
2")"+#3.’)/&）F’A 水平进行 O P J@ * 的跟踪研究。

结果表明，注射 => L * 后 F’A 水平达到峰值，

之后下降，!@ * 后 F’A 水平达到第二个峰值且

显著高于 L * 后的峰值，之后下降，至 J@ * 仍保

持较低水平。注射 ?@ " * 后 F’A 水平达到峰

值，之后下降，一直保持较低水平。说明 => 对

生物干扰的时间效应。Q1/$8［K］等用 !OR H 0/1SC
的 ?@ 对非洲爪蛙原代培养的肝细胞进行诱导，

结果表明，实验组在 L" ( F’A 0T=E 水平明显

升高，K@ ( 降低。说明在体外 => 也能够诱导

F’A 合成。

本实验结果显示，罗氏沼虾表现出对 =>
浓度有剂量依赖关系，且 !!5SC 和 OUO!!5SC ?@

均表现了较强的雌激素效应，雌激素活性 ?@ V

=>，这与很多脊椎动物的环境雌激素效应研究

结果一致［K，@W］。

在本实验中，!OO!5SC => 对罗氏沼虾表现

出雌激素效应，而 OUO!!5SC => 雌激素效应不

明显。A()B2)-)［@@］等 实 验 结 果 表 明，糖 虾 在

OUO!!5SC 的 => 中，卵黄蛋白原水平显著上升，

!!5SC 和 !OO!5SC => 对卵黄蛋白原水平无明

显影响。作者指出，由于对甲壳动物卵黄发生

过程的激素调控机制尚不清晰，实验中所检测

到 F’A 表达水平对干扰物质特异性和浓度特

异性很难解释，有待对激素调控机理的进一步

研究。相同浓度的 =>（OUO!!5SC），对糖虾表现

了明显的刺激作用，对罗氏沼虾的雌激素效应

却不明显；而 !OO!5SC => 对罗氏沼虾表现了雌

激素效应，但对糖虾的 F’A 水平无明显影响。

这可能是因为甲壳动物生殖机理种间差异较

大［!W］，也可能由于 ?@ 是一些甲壳动物本身存

在的雌激素所造成［!K P !G］。所以，本实验也从另

一个方面证明了 ?@ 在干扰罗氏沼虾生殖过程

中的可能作用，至少效率要比其他 ?MN8 要高。

综合 其 他 研 究 的 结 果 与 本 实 验，可 以 看 出，

?MN8 对于各种生物体的干扰是一个普遍现象，

干扰有较长的时间效应。但对于不同动物，作

用的时空过程是不一样的，不同物种对 ?MN8
干扰表现出的应急反应时间和形式各不相同。

所以对各种动物对 ?MN8 效应的研究是一个较
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为复杂的过程。

本实验对 !"# 的 $%&’ 水平进行半定量

检测，宋福永［(］等认为，对于组织和血浆中 !"#
$%&’ 表达的分析可能是一种更有前途的 !"#
定量技术。这是由于 !"# $%&’ 表达相对于组

织和血浆中出现 !"# 蛋白而言，反应时间更

短，同时分子实验相对于生化实验灵敏度进一

步提高。结合本实验综合分析，甲壳动物卵黄

发生有可能在 ) * 时属于 +,-. 作用开始时的

瞬间反应（或应急反应），所以反应比较剧烈，而

在经过 / * 适应后，又趋于稳定，所以有所下

降，但 0 * 以后是一直保持在这个水平，还是再

继续下降，后续实验正在进行深入探究。

无脊椎动物分布特别广泛，在 +,-. 的研

究领域中，经济价值高的甲壳类动物应该得到

广大研究者的关注，因此甲壳动物的内分泌毒

理学的研究显得尤为重要。然而甲壳类生殖过

程中的激素调控是一个不同于高等动物的过

程，不能用高等动物的研究结论来简单推断，对

于 +,-. 对甲壳动物的作用机制，还有待于不

断深入研究。
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湖北省发现两栖类新纪录：细痣疣螈

&""B 年 ! 月 N 日，在湖北省宜昌市五峰县长乐坪镇洞口村雨坪坡上一小山洞口积水洼处发现一种有尾两栖类

动物，经鉴定为国家二级保护动物细痣疣螈（?%.#)#)+’)#( -&2"++’$7&），为湖北省新纪录。细痣疣螈在分类上隶属两栖

纲有尾目蝾螈科。此地点海拔 DE" =，地理坐标为 CC"W!&XC!Y P，E"WC"XC"Y 9。此水洼处，共发现成年个体 !" 余尾，

出于保护的考虑，我们仅捕捉一条制作成标本用于鉴定与研究，该标本现保存在中国科学院动物研究所，现将其主

要特征记述如下。

此个体全长 C&D%C ==，体重 $%E A。头部扁平，宽度大于长度，吻端平切，外鼻孔位于近吻端。皮肤极粗糙，除

唇缘、指、趾及尾下缘光滑外，周身满布瘰粒和疣粒。头背两侧嵴棱明显，右侧前部瘰粒圆形（共 M 粒），各瘰粒间界

限分明，近尾部至尾基部的瘰粒渐递变小至不明显；左侧瘰粒几乎连成纵行，彼此分界不清。背中线嵴棱显著。除

指、趾、肛外缘及尾下缘为橘红色外，全身黑褐色。腹面青石板色，较背面光滑，有许多细横缢纹。体长 B!%E ==，头

长 CD%B ==，头宽 C!%N ==，尾长 BE%M ==，鼻间距 N%D ==，眼间距 CC%E ==，眼径 &%C ==，前肢长 C!%C ==，后肢长

CB%M ==，吻长 !%B ==。

此标本体右侧前部瘰粒圆形（共 M 枚），各瘰粒间界限分明，近尾部至尾基部的瘰粒渐递变小至不明显，左侧瘰

粒几乎连成纵行，彼此分界不清；腹面皮肤较背面光滑，有许多细横缢纹；肛裂周缘色浅，呈橘红色。据《中国动物

志·两栖纲·上卷》（费梁编，&""B）此个体形态上更接近于细痣疣螈，但是该分布点距细痣疣螈已记录的分布范围（广

西、广东、贵州、越南北部）较远，而更接近于文县疣螈（? 8 B"(;’-("(&’&）已记录的分布区（四川、重庆、贵州、安徽、湖

南）。虽然我们此次在湖北发现有一定数量的繁殖种群，但此栖息地破坏已十分严重，亟待得到有力保护。该分布

点的发现丰富了该物种的分布区，对该珍稀濒危物种的保护和动物地理学研究具有一定意义。

索建中! 周友兵" 江广华! 李 波! 张择贵!

（!湖北省五峰县林业局 五峰 NNEN""；

"中国科学院西双版纳热带植物园 勐腊 BBBE"E）
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