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三氯生对雌性黄河鲤的激素效应及其影响机制

王　凡,徐瑞杰,王　薇

(洛阳师范学院,河南 洛阳　４７１９３４)

摘要:为了探讨三氯生(TCS)对鱼类性激素的影响机制,通过半静态水质接触曝露法对雌性黄河鲤(Cyprinus
carpio)进行处理,设置空白对照组和３个不同浓度(０．０４mg/L、０．０８mg/L、０．１６mg/L)的TCS处理组,处理４２d
后,采用酶联免疫(ELISA)和实时荧光定量PCR(qRTＧPCR)法检测各组雌性黄河鲤血清睾酮(Testosterone,T)

和雌二醇(Estradiol,E２)的分泌水平及其卵巢中促性腺激素释放激素(CGnRHＧiiＧ２)和雌激素受体(Er)的 mRNA
表达水平.结果显示,各浓度组的 T水平无显著性差异(P＞０．０５),而０．１６mg/L的 TCS能使黄河鲤血清中的

E２ 含量及E２/T 显著性升高(P＜０．０５,P＜０．０１);TCS各浓度组卵巢中 CGnRHＧiiＧ２ mRNA 水平显著下降

(P＜０．０１);而０．０８mg/L和０．１６mg/L的 TCS处理组 ErmRNA 水平显著升高(P＜０．０５,P＜０．０１).研究表

明,TCS有潜在雌激素效应,其机制与雌激素受体和促性腺激素释放激素基因表达调控相关.
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　　三氯生(Triclosan,TCS)学名为二氯苯氧氯芬,
是一种高效广谱抗菌剂和杀菌剂,主要添加于护理

用品、清洁用品及洗漱用品中(徐海丽等,２０１２).

TCS过去曾被认为低毒而在日常生活中广泛使用,
从而导致其存在于各类环境中.由于 TCS具有生

物蓄积性、不易降解性以及通过食物链传递等特点,
在各种生物体内及其人体中已经被广泛检测到(黄
珍茹等,２０１５).已有研究表明,TCS具有致死、遗
传、免疫等多种毒性效应,在一定的条件下可以转化

为毒性更强的物质(陈建军等,２０１３).因此,关于

TCS的毒理学研究已经引起了国内外环境科学、生
态学、预防医学等领域专家的重视.

目前,关于 TCS毒性的研究已有不少报道.

TCS对水生生物尤其是藻类产生较高的急性毒性,
并且对生物体有较大的内分泌干扰效应(郑欣等,

２０１６);TCS 对 羊 角 月 牙 藻 的 ９６ hＧEC５０ 为

０．１１２mg/L,属于高毒;对羊角月牙藻体内抗氧化

酶系中 GST活性和 MDA的含量也有显著影响(李
义刚等,２０１３);长期大剂量接触 TCS能够导致肝脏

和肾脏受损,而且可能对免疫系统造成一定程度的

影响(姜淑卿等,２００６);TCS对红白鲫具有潜在遗

传毒性,并且毒性效应在特定条件下随曝露浓度的

增强而增强(刘飞等,２０１６).迄今关于 TCS对生殖

内分泌干扰的研究不多,且主要集中在哺乳类动物

上.如不同浓度的 TCS对孕前和孕早期的大鼠进

行曝露处理,大鼠的阴道张开时间显著提前,表明

TCS具有类似雌激素作用(Stokeretal,２０１０);

TCS也可以抑制雌羊体内雌激素磺基转移酶的活

性,从 而 损 伤 胎 儿 的 脑 组 织 发 育 (Jamesetal,

２００９);另外,体外实验还证实了 TCS对人类乳腺癌

细胞同时产生雌激素和雄激素效应 (Geeetal,

２００８).上述体内和体外实验研究已经证实 TCS具

有生殖内分泌干扰性.
鱼类具有和哺乳动物相似的生理特点,而水环

境是 TCS的主要分布区域.目前,已经监测到黄河

受到不同程度 TCS的污染,从而威胁到黄河水域生

态系统平衡和人类健康(Zhaoetal,２０１３).因此,
本实验选用黄河鲤(Cyprinuscarpio)为研究对象,
探究不同浓度的 TCS对雌性黄河鲤性激素及其生

殖轴线相关基因表达的影响,旨在探讨 TCS对鱼类

的内分泌干扰效应,同时为环境保护和科学合理使

用 TCS提供理论依据.

１　材料和方法

１．１　研究对象

本次实验用黄河鲤体长７．８~９．９cm,购自河南

省黄河鲤良种场.黄河鲤暂养在６０L水族箱中,实



验用水为曝气３d的去氯自来水,水温(１８±３)℃,
并向水箱中持续充氧,按时喂食且及时处理残饵和

粪便.

１．２　实验试剂和仪器

试剂包括三氯生(美国Sigma)、二甲基亚砜溶

剂(天津紫明化工有限公司)、鱼雌二醇(Estradiol,

E２)酶联免疫分析试剂盒、鱼睾酮(Testosterone,

T)酶联免疫分析试剂盒(上海纪宁生物公司)、总

RNA极速抽提试剂盒(上海飞捷生物技术有限公

司)、反转录试剂盒(日本东洋纺生物科技有限公

司)、BestarSybrGreenqPCR mastermix(德国 DBI
公司)引物序列(华大基因合成)、无菌水等.

仪器包括PCR仪、实时荧光定量PCR仪、超微

量分光光度计、高速冷冻离心机、高压灭菌锅、超净

工作台、电热干燥箱、移液枪、电子天平、微波炉、电
泳槽、水族箱等.

１．３　实验设计

黄河鲤暂养７d后,选择生长状况良好的个体

进行 TCS染毒处理.根据相关报道(王晓南,２０１４)
和前期实验,得出黄河鲤９６hＧLC５０为０．８mg/L.
在此基础上,共计设置了３个 TCS处理组,依次为

１/２０LC５０(０．０４mg/L)、１/１０LC５０(０．０８mg/L)和

１/５LC５０(０．１６mg/L),同时设置空白对照组.每

２４h换５０％的 TCS处理液,使 TCS浓度基本保持

不变.TCS处理时间为４２d.

１．４　样本制备

TCS处理４２d后,从每实验组中各随机取５条

雌性黄河鲤进行断尾取血,同时取其卵巢,保存在

８０℃冰箱中,用于相关基因表达的检测.血液在

室温下放置１h,然后在４℃的冰箱中放置过夜之

后,以３５００r/min离心１０min后仔细吸取上清液,
即为血清,用于性激素的检测.

１．５　血清激素检测

雌性黄河鲤血清中E２ 和 T浓度检测采用酶联

免疫分析(ELISA)方法,在酶标仪中进行测定.

１．６　基因表达检测

１．６．１　引物序列　引物序列见表１.根据黄河鲤促

性腺激素释放激素(cGnRHＧiiＧ２)基因序列设计特异

性引物,并通过半定量 PCR 扩增及实时荧光定量

PCR(qRTＧPCR)检测引物的特异性.经分析发现,
其溶解曲线峰一致,目的条带单一明亮,引物特异性

良好.βＧactin(内参)和雌激素受体(Er)基因的引物

序列参考相关报道 (卢月娇等,２００９;贾永芳等,

２０１６).

表１　实时荧光定量PCR所用基因的特异性引物及其序列

Tab．１　Primersequencesusedforquantitative
realＧtimePCRamplification

Gene Primersequence(５′ ３′)

CGnRHＧiiＧ２
F:TCTCAGCACTGGTCTCAT
R:GGCATCCAGCAGTATTGT

Er
F:TGGATAGGAGTGAAGGAGAA
R:TGGATAGGAGTGAAGGAGAA

βＧactin
F:GATGATGAAATTGCCGCACTG
R:ACCAACCATGACACCCTGATGT

１．６．２　qRTＧPCR　RNA 的提取按照极速 RNA 提

取试剂盒步骤操作,提取出来的 RNA 质量,用凝胶

成像分析仪观察并分析 RNA 提取结果.在此基础

上,选取１．８＜OD２６０/OD２８０＜２．１的样本用试剂盒进

行反转录,对反转录后的cDNA 用实时荧光定量

PCR试剂盒,根据基因相应引物进行扩增定量,用

２ＧΔΔCt法 计 算 相 关 基 因 的 相 对 表 达 量 (Livak &
Schmittgen,２００１),所用数据由随机附带软件获

得.反应条件:９５℃ 预变性２min;循环条件如下:

９５℃、１０s,５５℃、３０s,７２℃、３０s,同时检测荧光信

号,４０个循环反应;融解曲线９５℃、１min,５５℃、

１min,５５~９８℃(１０s、０．５℃循环)８６个循环.

１．７　数据分析

数据用SPSS１７．０对实时荧光定量 PCR 结果

进行分析,采用单因素方差分析法,数据用平均值±
标准差(Mean±SD)表示.各个浓度组之间的差异

采用Duncan法多重比较,P＜０．０５,表示对照组与

处理组有显著差异;P＜０．０１,表示有极显著差异.

２　结果与分析

２．１　三氯生对雌性黄河鲤性激素的影响

不同浓度三氯生(TCS)处理４２d后对雌性黄

河鲤激素的影响见图１.TCS各处理的血清睾酮

(T)与对照相比无显著性差异(P＞０．０５).随着

TCS浓度的升高,黄河鲤血清中的雌二醇(E２)含量

逐渐增大,对照组E２ 含量为(６􀆰８１±０．４４)pmol/L,

０．１６mg/L 的 TCS处理组中 E２ 含量为(８􀆰３７±
０．６０)pmol/L,与对照相比显著升高(P＜０．０５),且
升高了２２．７％.０．０４mg/L和０．０８mg/L的 TCS处

理组中E２ 与T的比率(E２/T)与对照相比有升高趋

势,对照组 E２/T 为(０．１６±０􀆰０３);０．１６ mg/L 的

TCS处理组中 E２/T 为(０􀆰１６±０．０１),与对照对照

组相比,升高了３５􀆰７％(P＜０􀆰０５).以上实验结果

可以推断,高浓度的 TCS对雌性黄河鲤的 E２ 及其

E２/T比率有显著性影响.
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“∗”表示与对照组相比差异显著(P＜０．０５);“∗∗”表示与对照组相比差异极显著(P＜０．０１).

图１　不同浓度三氯生处理４２d后对雌性黄河鲤性激素的影响

“∗”indicatesasignificantdifferencecomparedtothecontrolgroup(P＜０．０５);

“∗∗”indicatesahighlysignificantdifferencecomparedtothecontrolgroup(P＜０．０１)．

Fig．１　EffectofTCSonsexhormonesinserumoffemaleYellowRivercarp

２．２　三氯生对鲤卵巢促性腺激素释放激素的影响

三氯生对雌性黄河鲤卵巢促性腺激素释放激素

表达的影响见图 ２.对照组卵巢的 CGnRHＧiiＧ２
mRNA相对表达量为(１．０２±０．３２),０􀆰０４、０􀆰０８、

０．１６mg/L的 相 对 表 达 量 依 次 为 (０．１５±０．１４)、
(０􀆰１３±０．０１)、(０．１０±０．０３),与对照组相比极显著

降低(P＜０．０１).结果显示,TCS显著影响了黄河

鲤卵巢中促性腺激素释放激素的 mRNA的表达.

“∗∗”表示与对照组基因表达量相比差极异显著(P＜０．０１).

图２　三氯生对雌性黄河鲤卵巢促性腺激素

释放激素表达的影响

“∗∗”indicatesahighlysignificantdifferencecomparedtothe

controlgroup(P＜０．０１)．

Fig．２　EffectofTCSonexpressionofCGnRHＧiiＧ２mRNA
inovaryoffemaleYellowRivercarp

２．３　三氯生对鲤卵巢雌激素受体 mRNA的影响

三氯生(TCS)对雌性黄河鲤卵巢雌激素受体

(Er)mRNA 相对表达的影响见图３.对照组卵巢

的 mRNA相对表达量为(１．００±０􀆰１０),０．０４mg/L
TCS处理组为(０．７９±０．０９),与对照组相比差异不

显著(P＞０．０５);而０􀆰０８mg/L和０．１６mg/LTCS
处理组卵巢的雌激素受体 mRNA 相对表达依次为

(２􀆰２９±０．５４)和(４．７２±１．０４),与对照相比显著升高

(P＜０．０５,P＜０．０１),分别升高了１２８％和３７２％.

“∗”表示与对照组基因表达量相比差异显著(P＜０．０５);

“∗∗”表示与对照组基因表达量相比差异极显著(P＜０．０１).

图３　三氯生对雌性黄河鲤卵巢雌激素

受体 mRNA表达的影响

　　“∗”indicatesasignificantdifferencecomparedtothecontrol

group(P＜０．０５);“∗ ∗”indicatesahighlysignificantdifference

comparedtothecontrolgroup(P＜０．０１)．

Fig．３　EffectofTCSonexpressionofErmRNAinthe

ovaryoffemaleYellowRivercarp

３　讨论

环境污染物对内分泌的干扰已引起研究者的高

度重视(杨淑贞等,２００５;胡军等,２００６;金瑛,２０１５).
本研究发现 TCS能够显著增加雌性黄河鲤血清E２

的分泌量,且显著提高了 E２/T 的比率;另外,本研

究还发现 TCS显著降低了雌性黄河鲤卵巢 CGnＧ
RHＧiiＧ２mRNA表达,增加了 ErmRNA 表达.表

明 TCS对雌性黄河鲤具有潜在的雌激素效应,其对

雌激素水平的影响可能是通过生殖轴线相关基因表

达调控来实现的.
生殖轴线的多个位点包括促性腺激素释放激素

(GnRHs)、促性腺激素(GtHs)或类固醇生成酶等

均可作为外源化合物作用的潜在靶位点,最终其内

分泌干扰作用表现为性激素水平的变化(田华,
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２０１０).作用机理是在生殖轴线中,GtHs的合成与

分泌受到神经内分泌系统主要调节因子 GnRHs的

调控.GnRH 由下丘脑合成,作为生殖轴线的起始

和关键信息分子,可刺激 GtHs的释放;同时,GtHs
和性激素又可以通过反馈作用调节 GnRHs的水

平.本研究发现,TCS使黄河鲤卵巢中的 CGnRHＧ
iiＧ２mRNA水平显著下调,表明 TCS干扰雌性黄河

鲤GtHs和 GnRHs对E２ 的调节,从而改变性激素

水平,最终使E２ 及其E２/T显著升高.多联氯苯可

以导致下丘脑视前区、垂体中 GnRHs受体和血浆

中促黄体生成素(LH)显著降低,推测LH 水平的降

低是由于 GnRHs的释放受到抑制所致(Maetal,

２０１２);该研究结果与本次结果类似.另外,雌激素

受体介导反应途径是目前比较认可的环境激素作用

机制之一,环境激素与雌激素受体结合时,会产生两

种不同效应,一种为诱导下游基因的转录,使雌激素

作用受到强化并超出正常范围,表现为雌激素亢进

效应(类雌激素效应),如双酚 A、４Ｇ壬基酚、己烯雌

酚等(Jungetal,２０１２);另一种为阻断雌激素与受

体结合,表现为雌激素拮抗效应(抗雌激素效应).
本研究同时还发现,TCS使Er基因 mRNA 表达量

显著性上调,这一研究结果很好地验证了 TCS对生

殖轴线中雌激素受体介导反应中雌激素亢进效应.
综上,三氯生对雌性黄河鲤产生了潜在的雌激

素效应,其机理可能是通过生殖轴线相关基因的表

达调控来实现的.研究结果可为黄河鲤生殖群落保

护和水生生态系统平衡提供理论依据,同时对其健

康养殖和食用安全具有一定的指导作用,还可为三

氯生的生态风险评价提供参考.
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EffectofTriclosan(TCS)ExposureonSexHormonesofFemaleYellowRiver
Carp(Cyprinuscarpio)andEffectMechanism

WANGFan,XURuiＧjie,WANG Wei

(LuoyangNormalUniversity,Luoyang　４７１９３４,P．R．China)

Abstract:Triclosan(TCS,２,４,４′ＧtrichloroＧ２′Ｇhydroxydiphenylether),isabroadspectrumantimicrobialaＧ
gentwidelyusedinpersonalcareproducts,householdcleaningproductsandmedicalsupplies．Studieshave
showedthatTCSisnotreadilybiodegradedandcanaccumulate,moveupthefoodchaintohumansand
produceavarietyoftoxiceffects．However,theeffectsofTCSonthereproductiveendocrinesysteminfish
arepoorlyunderstood．Inthisstudy,theeffectofTCSexposureonthehormonesoffemaleYellowRiver
carp(Cyprinuscarpio)andtheeffectmechanismwereinvestigated．C．carpioofbodylength７．８ ９．９cm
wereacclimatedforoneweekinaglassaquarium (５８cm×２８cm ×３６cm)．Afteracclimation,thetest
fishwererandomlyassignedtoacontrolgroupandthreeTCStreatmentgroups(０．０４mg/L,０．０８mg/L,

and０．１６mg/L)fora４２ＧdaysemiＧstaticexposureunderthefollowingconditions:temperature(１８±３)℃;

DO,＞５．０mg/L;pH,(７．０±０．２)．Aftertheexperiment,thelevelsoftestosterone(T)andestradiol(E２)

inserum,andmRNAlevelsofCGnRHＧiiＧ２andestrogenreceptor(Er)intheovaryweredeterminedbyenＧ
zymeＧlinkedimmunosorbentassay (ELISA)andquantitativerealＧtimepolymerasechainreaction (qRTＧ
PCR)．Therewasnosignificantdifferenceintheleveloftestosterone(T)betweenthecontrolgroupand
anyoftheTCStreatmentgroups,buttheestradiol(E２)contentandtheratioofestradioltotestosterone
(E２/T)intestfishserummarkedlyincreasedinthe０．１６mg/LTCStreatmentgroup．ThemRNAexpresＧ
sionofgonadotropinＧreleasinghormoneiiＧ２(CGnRHＧiiＧ２)decreasedsignificantlyinalltreatmentgroups
comparedtothecontrol,whilemRNAexpressionofErinthe０．０８mg/Land０．１６mg/LTCStreatment
groupsincreasedsignificantly．Therefore,TCShasapotentialestrogeniceffectrelatedtotheregulationof
CGnRHＧiiＧ２andErinfemaleYellowRivercarp．
Keywords:Triclosan;YellowRivercarp;estradiol;testosterone;gonadotropinＧreleasinghormone
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