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摘要
�
利用卵黄蛋白原�� �� �作为类雌激素污染的生物标志物

,

比较研究了不 同浓度的 �� �
一

乙炔墓雌二醉 �� ��� 对斑

马鱼��
��� �笋如雨 ��而 �和稀有约铆 �命�必卿�� �� 、 �幼鱼体内 �� � 的诱导

。

研究结果表明
� ��了�

,

��� 岁 � 和 ���
�
以�

� � �分别基露 �� 后
,

稀有约脚幼鱼体内的 �� � 即可显著诱导
,

并且其含量随暴礴时间的增加而增加
,

在基露 �� � 时

达到最大值 � 而斑马鱼幼鱼虽然 ���
�
扩� ��  暴露 �� 时可显著诱导体内 � �� 的生成

,

但 ��� 了 � ��� 在攀礴 ��� 后
,

� �创� �� � 在基露 �� � 后
,

才可显著诱导斑马鱼体内 �� � 的生成
。

这 一结果说明 ��� 攀礴下对稀有驹娜体内 � �� 的

诱导要 比斑马鱼敏感
。
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随着环境污染的加剧
,

大量的类雌激素通过不

同途径不断释放入水环境中
,

对多种水 生动物 的生

长
、

发育
、

生殖 以及 人类的健康都产生 了巨 大的影

响
。

因此
,

研究类雌激素在生物体内的作用机制以

及对其进行筛选与鉴定已成为当前环境科学研究的

热点〔’一 � �
。

但由于环境中类雌激素的浓度很低
,

采

用常规的化学方 法进行检测往往存在一些 困难
,

因

而需要寻求更高效灵敏的检测与筛选方法
。

目前卵

黄蛋白原作为敏感的生物标志物 已广泛应用于环境

中类雌激素污染物的生物筛选 �� �〕
。

稀有峋脚是 中国特有的一种 小型鲤科鱼类
,

它

具有生命力强
、

饲养简便
、

性成熟快
、

周年产卵�� 等

优点
,

已经有研究结 果表 明稀有峋卿是一种敏感的

实验动物��,
“〕

。

斑 马鱼 作为 国际标 准实验动物
,

生

活周期短
,

周年产卵
,

且产卵量高
,

是美国 ��� 所推

荐的内分泌干扰物研究 的模式动物之一
,

但由于受

环境适应性
、

养殖方法等因素的影响
,

使得在国内利

用斑马鱼进行生物筛选受到制约
。

在本实验 中
,

选

择人工雌激素 � � � 作为类 雌激 素暴露的模型化合

物
,

卵黄蛋白原作为指示类雌激素污染水平的生物

标志物
,

比较研究 了稀有峋娜和斑马鱼在类雌激素

生物筛选中的应用
。

旨在确立稀有峋娜作为国内研

究环境内分泌干扰物的模型动物地位
,

更好地应用

于国内环境 内分泌干扰物研究
。

� 材料和方法

�
�

� 实验动物与仪器 稀有峋娜和斑马鱼的繁育

均在实验室内进行
,

鱼卵孵 出 � �� 后 开始暴露
。

美

国 � ��
一

� �� � �� �
�

�� ����  电泳仪 � 日本 � �� �� �� ��
·

巧� 高速冷冻离心机 � � � � 购 自美 国 �� � � � 公 司
,

辣

根过氧化物酶�� ��� 标记的羊抗兔 �多 购于华美公

司
,

���� 为国产分析醇
。

�
�

� 扭礴实验 ��� �溶解 于 ��  � �设 置 � 个浓

度
� �� �� �

,

�� � �� �
,

���
� �� �

,

对照组仅加人 �� �� �终

浓度 � �
�

�� � �
。

暴露实验在 � � 玻璃缸 中进行
,

每

个暴露组随机加人 �� 尾实验鱼
,

温度 �� 一�� ℃
,

光

暗比 �� �
� �� �

,

每隔 �� 更换全部暴露溶液
,

并记录鱼

的死亡率
。

暴 露 ��
、

�� �
、

巧� 后
,

随机取样
,

测定实

验鱼的体长和体重
,

于 一
�� ℃冰箱中冻存

。

�
�

� 整体 匀浆 于玻璃匀浆 器中加人 �� �冰预冷

的磷酸盐缓冲液 ��� �
,

�� �
�

� �
,

冰浴下将鱼整体匀

浆
。

将匀浆液于 ��
,

仪幻�� 而 � 下离心 巧而 � ,

收集上

清液
,

分装后立 即检测匀 浆液 中 � �� 的含 量或 于

一 �� ℃冰箱中冻存
。

�
�

� 卯黄蛋白原 的电泳检测 �� �
一

以� � 电泳参照
� �� � 等的方法 �’

·

’“〕
,

浓缩胶和分离胶的浓度分别为

� � 和 � �
,

样品适当稀释后
,

于 ��� � 恒压条件下电
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泳分析 �凝胶用考马斯亮蓝 �
一

��� 染色
,

脱色后
,

用

凝胶成像系统拍照保存
。

�
�

� 点杂交 将斑马鱼雄鱼和雌鱼的匀浆液样品分

别稀释成一定倍数
,

吸取 ��拜� 稀释后 的匀浆液直接

点在硝酸纤维素膜上
。

用封闭液 �含 � � ��� 的 ����

封闭 �� 而
� �用 ���� �含 �

�

�� � �初�� � �

�� 的 ��� �洗涤 �

次
。

加人鲤 ��� 的多克隆抗体��� �� 稀释 ��� 倍 �孵

育 �� 面
� ,

��� 洗涤 � 次
。

再加人辣根过氧化物酶

���  �标记 的羊抗兔 够 ��� �� 稀释 ��� 倍 �孵育

幻而
� ,

���� 洗涤 � 次
。

然后加底物 � �� 显色
。

�
�

‘ 免咬印迹 �� �
一

�� � � 电泳分离样品后
,

在缓

冲液��� ���
�� � �� 

。 �� �
�

�
,

�� � � � � �� � 甘氨酸
,

�� �

甲醉 �中将凝胶中的蛋 白质电转移到硝酸纤维素膜

上 �恒压 ��� �
,

�� �
。

电转移后
,

硝酸纤维 素膜用丽

春红预染
,

以检查电转移的效率
。

漂洗后
,

用封闭液

于 � ℃封闭过夜
。

然后将膜转移到鲤 � �� 的多克隆

抗体��� �� 稀释 ��� 倍 �中
,

�� ℃下缓慢摇动 �� 而
� 。

�� �� 洗膜后
,

将膜转移到 � � � 标记 的羊抗兔 �步

��� �� 稀释 ��� 倍 �中
,

�� ℃ 下缓慢摇动 �� 而
� 。

最

后加新鲜配制 的 � � � 显 色液显色
,

重蒸水停 止反

应
,

待干后拍照保存
。

�
�

� 卯黄蛋白原含 � 的测定 用鲤 �� � 作标 准蛋

白
,

用抗鲤 �� � 的抗体作第一抗体
。

将稀有峋娜的

整体匀浆液和 � �� 标准用 ���缓冲液稀释成实验倍

数
,

以 100 拌IJ 孔添加到 % 孔酶标板 中
,

4 ℃ 孵育过

夜
。

次 日用含 3% BsA 的 pBS 以 350拜LJ 孔封闭
,

4 ℃

孵育过夜
。

用 TP Bs 洗板后 以每孔 100 拜L 加人
。 一

vt
g

抗体
,

32 ℃孵育 lh
。

TP

B S 洗板后加人 HR P 标记的

羊抗兔 I多
,

犯℃孵育 lh 。 最后加人底物显色
,

32 ℃

孵育 20 而
n后以每孔 50 拌L 加人 Zmo l/ L 硫酸终止反

应
。

然后用酶标仪在 490
nm 处测定光密度值

。

2 结果

2
.1 E E Z 对体长

、

体皿及存活的影响

在暴露 实验中
,

没有观察到实验鱼死亡现象
,

E E Z 暴露对稀有峋娜幼鱼和斑马鱼幼鱼的生长没有

显著影响(表 1)
。
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2 电泳检测
、

斑马鱼 v tg 的免疫印迹及点杂交

Vt g 是一种特异蛋 白
,

但有文献报道
,

鲤 v tg 的

多克隆抗体可 以识别多种鲤科鱼体内的 vt g〔’‘
·

”〕
,

以前的实验结果也表明鲤 v tg 多克隆抗体可特异识

别稀有峋脚体内的 v记
”l

,

本实验则 考虑 用鲤 vt g

的多克隆抗体检测斑马鱼体内的 vt go

SD S
一

以GE结果 (图 l) 表明斑马鱼 vt g 的亚基约

为 140 kDa 和 170 kD a
,

这 与 Hen万k 等的 结 果 相 一

致[
’4〕

,

点杂交的结果 (图 2) 表 明鲤 vt g 的抗体可 以

识别斑马鱼雌鱼匀浆液中的 vt g
,

但不与斑马鱼雄鱼

体内的其他 蛋 白结合
。

W

e s t e
m b l

o t t i
n
g 结果 (图 2 )

同样表明鲤 Vt g 的抗体可 以识别 140 kD
a 和 170 kD

a



期 廖 涛等
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的蛋白
,

这些结果均说明鲤 vt g

别斑马鱼体内的 vt g
。

的抗体可以特异识
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图 2 斑马鱼的免疫印迹和点杂交

图 。中箭头所指为 c-、抗体能够特异性识别的卵黄蛋白原亚基分子
.

图 b 中 1
.
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2
.
3 E E Z 对斑马鱼和稀有峋脚幼鱼体内卯黄蛋白

原的诱导

图 3 为斑马鱼抗原 和鲤 vt g 抗体的结合曲线
,

从图中可以看出斑马鱼雌鱼的稀释曲线和鲤鱼 vt g

标准的结合曲线有较好的相似性
。

图 4 为 EEZ 对斑

马鱼和稀有峋卿幼鱼体内卵黄蛋 白原 的诱导
,

从 中

可以看 出
,

在所测试浓度下的 EE Z 均可显著诱导稀

有峋抑幼鱼体内卵黄蛋白原的生成 ;而只有 loo
n岁L

E EZ 可以显著诱导斑马鱼 体内 vt g 的生 成
,

2
0n 岁L

E E Z 在 10 d后取样时才有显著诱导
,

s
n 酬L E E Z 只在

15d 后取样时有显著诱导
。

图 4 EE Z 对斑马鱼和稀 有的娜 v tg 的诱导

Fig
.
4 V tg eonce ntrat io . i

n ze b汕
sh an d ~

m i
nnow
e
甲~

月to E E Z

3 讨论

斑马鱼(召叹入产如
n勿 re 南 )

、

青鲜 (口勺心如
3 la t恤)

和胖头鳄(八瓜甲加les pro me 俪 )为国际经济合作组织

和美国环境保护局指定的作为内分泌干扰物筛选的

三种实验模型鱼
,

它们都具有个体小
、

生命力强和性

成熟快的优点
,

稀有峋卿是特有的一种小型鲤科鱼

类
,

这种鱼不但个体小
、

性成熟快
,

而且对温度(温度

耐受性范围不小于 l一35 ℃ )
,

溶氧等环境条件适应

性强
,

不易染病
,

养殖条件下可周年产卵
。

本文则通

过检测鱼体中 Vt g 的变化 比较研究 了国际标准实验

动物斑马鱼和稀有峋卿对 EEZ 作用的效应
。

小型鱼类
,

由于采血困难
,

不能提供大量的纯化

抗原来制备特异性抗体
,

因而 vt g 的准确定量很难

实行
。

国外一般采用鲤 vt g 的多克隆抗体对一些小

型鲤科鱼类进行 vt g含量的测定 [
’”

·

川
。

本 文用免疫
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印迹和点杂交实验对斑马鱼予 以验证
。

实验通过

SDs 电泳鉴定了斑马鱼和稀有峋卿雌鱼体内卵黄蛋

白原的分子量(图 1)
,

并用
c一

vt
g 的多克隆抗体进行

免疫印迹
,

结果(图 2) 显示
,

斑 马鱼雌鱼血清中出现

了两条很强的阳性带
,

它与 SDS
一

PA
G E 电泳条带中

的主带相一致
,

而在雄鱼的血清中没有出现 ;点杂交

实验也说明了
c一

vt
g 抗体能识 别斑马鱼的卵黄蛋 白

原
。

另外
,

从图 3 中可 以看出斑马鱼雌鱼的稀释 曲

线和鲤 v tg 标准的结合曲线有较好的相似性
,

z h on
g

等的结果中阐述 了用鲤 vt g 抗体测定稀有峋卿卵黄

蛋白原的有效性
,

上述结果说明了采用鲤 vt g 的多

克隆抗体对稀有峋卿和斑马鱼 Vt g 含量进行测定 的

可行性
。

由于斑马鱼性成熟快
,

为避免性成熟雌鱼

的影响
,

选用同年龄段 45d 的稀有峋卿 和斑马鱼开

始暴礴实验
.
结果显示稀有峋卿的各个浓度在所有

取样时间都有显著诱导
,

这也 提供了一种幼鱼短期

暴露模式
,

为实验节约了时间和成本
,

可能 比成鱼暴

露更为敏感
,

可操作性更强
。

从图 4 可 以看到不同浓度的 EE Z 均可显著诱导

稀有峋脚体内 vt g的生成 ;而只有 loo
n岁L E EZ 可以

显著诱导斑马鱼体内 vt g的生成
,

2
0n 岁L E EZ 在 ro d

后取样时才有显著诱导
,

5n 岁L EE Z 只在 巧d 后取样

时有显著诱导
。

这说明在环境雌激素诱导卵黄蛋白

原时
,

稀有峋卿也可作为一种较为理想的模式生物
。

随着浓度升高和时间的推移
,

vt
g 的诱导还表现 出

明显的时间和浓度依赖关系
。

斑马鱼同浓度组随着

取样时间的推移
,

vt
g 的诱导量在增加 ;同时间组随

着浓度的增加
,

vt
g 的诱导量也在不断增加 ;稀有峋

娜同浓度组随着取样时间的推移
,

Vt
g 的诱 导量也

在增加 ;在 5d 取样时随浓度增加
,

Vt
g 诱导量在不断

增加 ;在 10d
,

15 d 取样时
,

s
n 『L 和 20

n『L 对 v tg 的

诱导t 无显著差异
,

但在 loo
n留L 时

,

对 Vt g 的诱导

t 还反而减少了
,

这说明鱼体 Vt g 诱导达到一定量以

后
,

E
EZ 浓度的增加还有一定的抑制作用

。

稀有峋卿

在 5d
,

1
0d

,

1
5d 取样时的最低观察效应浓度为 s

n岁L

(或更小);而斑马鱼在 5d 取样时
,

最低观察效应浓度

为 100 呵L
;在 10d 取样时

,

最 低观察效应浓 度 为

Zong/ L; 在 15 天取样时
,

最低观察效应浓度为 s
n岁Lo

比较研究了不同浓度的 EEZ 对斑 马鱼和稀有

峋铆幼鱼体内 vt g 的诱导
。

结论如下
:所测试浓度

下的 EEZ 均可显著诱导稀有峋娜幼鱼体内卵黄蛋

白原的生成 ;而只有 loo
n『L E E Z 可 以显著诱导斑

马鱼体内 vtg 的生成
。

这说明稀有峋娜在评价类雌

激素污染时可作为一种理想的模式生物
。
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