
第 28卷 第 6期 海 洋 环 境 科 学 V o l. 2 8, N o . 6

2 0 0 9年 1 2月 MAR INE ENV IRONM ENTAL SC IENCE D ec . 2 0 0 9

乙炔基雌二醇对真鲷幼鱼的雌激素效应研究
*

吴翠琴
1, 2

,袁东星
2
,刘宝敏

2

( 1.广州大学 环境科学与工程学院,广东 广州 510006; 2.厦门大学环境科学研究中心,福建厦门 361005)

摘 要: 采用静态暴露方式研究 17 -乙炔基雌二醇 ( EE2 )对真鲷 (P ag rosom us m ajor)幼鱼的雌激素效应。当真鲷幼鱼暴露

于 0. 01、0. 1、0. 5 g /L EE2, 42 d后,真鲷幼鱼的肥满度极显著下降;血浆中卵黄蛋白原 (V tg)被诱导产生,肝胰脏指数 (H SI)

和血浆蛋白总量极显著升高;血浆雌二醇 ( E2 )和睾酮 ( T )水平显著降低,其中血浆雌二醇受 EE2的干扰更显著,降低的幅度

更大。结果提示,真鲷幼鱼的肥满度、肝胰脏指数、血浆蛋白总量、血浆性激素水平等可作为评估 EE2等环境内分泌干扰物

毒性效应的生物指标;真鲷幼鱼血浆中的 V tg具有作为生物标志物,用于监测海洋水体中 EE2等环境内分泌干扰物的潜力。
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Study on estrogenic effects of 17 -ethynylestradiol

on juvenilePagrosomusmajor
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Abstract: The estrogen ic ef fects of 17 -ethynylestrad iol ( EE2 ) on the juven ileP ag rosom us m ajor w ere stud ied via a s tat ic exposu re

experim ent. After exposed to EE
2

at doses of 0. 01, 0. 1, 0. 5 g /L for 42 d, th e cond ition factors w ere sign ificant ly decreased, and

p lasm a vitellogen ins w ere induced, h epatop ancreas som atic index ( HS I) and total p lasm a p rote in w ere s ign if icant ly in creased. The

levels of p lasm a estrad iol ( E2 ) and testosteron e ( T ) w ere s ign ifican tly decreased, and E2 w erem ore affected. The resu lts show ed th at

the cond ition factor, HS I, total p lasm a protein and plasm a sex horm on e levels of juven ileP ag rosom us majorm ay be used a biological

index for evaluating th e toxic effects of env ironm en tal endocrine d isrup tors such as EE2. The vitellogen in in th e p lasm a of juven ileP a-

grosomu s major is potent ial to be a b iom arker for m on itoring the m arin e environm ental endocrine d isrup tors such as EE2.
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17 -乙炔基雌二醇 ( EE2 )是一种人工合成的类固醇

雌激素, 为避孕药的主要成分, 在水环境中的降解性低于

天然雌激素 17 - 雌二醇 [ 1]。早在 1985年, 英国各界就

开始关注进入英国河流中的合成雌激素, 尤其是在城市

污水处理厂下游的泻湖中捕获具有雌雄两性特征的鱼之

后, 世界各国的科学家对此纷纷进行研究。 Purdom 等 [ 2]

认为广泛使用避孕药剂和随之而来的乙炔基雌二醇的释

放可能是出现这些雌雄同体鱼的真正原因。 T ernes等 [ 3]

测得德国和加拿大 2个污水处理厂出水口中的 EE2最大

含量分别达到 15 ng /L和 64 ng /L。

卵黄蛋白原 ( V tg)是雌性特异性蛋白, 通常在雌激素

调控下卵黄形成期间表达。正常情况下, 雄鱼和幼鱼体

内几乎没有 V tg,但是在环境雌激素 (环境内分泌干扰物 )

的诱导下, 它们的肝脏也可合成 V tg[ 1, 2] ,因此, V tg被认为

是一种理想的环境内分泌干扰物的生物标志物。目前对

V tg的研究主要集中在淡水鱼类 , 对海洋鱼类的研究较

少。随着环境污染的加剧 ,大量污染物被排入海洋, 使沿

海污染日益严重 ,因此针对我国海域, 从丰富的海洋鱼类

资源中挑选一种或几种具有代表性的鱼类, 发展系统的

海洋环境内分泌干扰物的筛选与测试体系是当今的研究
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方向。

真鲷 (Pagrosom usm ajor )又名加吉鱼, 属硬骨鱼纲、鲈

形目、鲈亚目、鲷科, 为近海暖水性底层鱼类。广泛分布

于中国、日本、朝鲜、夏威夷、菲律宾、澳大利亚和印度沿

海, 是一种名贵经济鱼类, 也是我国和日本重要的海水养

殖种类之一。真鲷在我国北起渤海、南至北部湾均有分

布, 是我国海域常见的本地鱼种。目前,对真鲷生态毒理

方面的研究主要集中在重金属、有机磷农药、多环芳烃污

染物对真鲷幼鱼的急性毒性方面 [4, 5] , 以及石油污染对真

鲷幼鱼内脏组织超氧化物歧化酶 ( SOD )和过氧化氢酶

( Cat)活性的影响 [ 6]。

因此, 本研究以真鲷幼鱼为实验对象, 通过较长时间

的暴露实验, 从中毒症状、生长情况、V tg的诱导情况、肝

胰脏指数、血浆蛋白总量及血浆性激素水平的变化等方

面, 研究 17 -乙炔基雌二醇对该鱼的雌激素效应, 以获得

用于评估 EE
2
等环境内分泌干扰物的敏感生物指标, 为开

发真鲷幼鱼作为一种毒理学研究的实验动物和近岸海洋

环境污染的指示生物积累资料。

1 材料与方法

1. 1 仪器和试剂

德国 Eppendo rf公司 5804R型冷冻离心机; 美国W a-

ters公司 510恒流泵及梯度控制仪; 美国 N ew Era Pum p

System公司 NE-501注射泵 ;美国 R heodyne公司 7725 i型

进样阀; 日本岛津公司 RF-10A XL 荧光检测器; 瑞典

Pharm acia公司的阴离子交换 M ini Q柱 ( 4. 6 mm 50

mm, 3 m ); 柱后荧光衍生反应器, 由长 2 m, 内径 0. 25

mm的 PEEK管按 co il型自行编织而成, 置于天津奥特赛

恩斯仪器有限公司的柱温箱内;厦门分析仪器厂 722智能

分光光度计。

17 -乙炔基雌二醇 ( EE2, 美国 Sigm a公司 ); 肝素钠

(上海伯奥生物科技有限公司 );苯甲磺酰氟 ( PM SF, 进口

分装, 上海源聚生物科技有限公司 ); 考马斯亮蓝 G-250

(瑞士 F luka公司 ) ; 牛血清蛋白 (电泳单点纯, 上海生工

生物工程有限公司 ); 邻苯二甲醛 ( OPA, 瑞士 F luka公

司 ) ; 2-巯基乙醇 ( M CE, 美国 Am resco公司 ); CH2 C l2

( HPLC级, 美国 T ed ia公司 ); 雌二醇和睾酮的放射免疫

试剂盒 (北京福瑞生物工程公司 ); 其它普通试剂均为国

产的优级纯试剂。

1. 2 实验动物

实验所用真鲷 (Pagrosom usm ajor )购自厦门翔安刘五

店养殖场, 3个月龄。体长 8~ 11 cm, 体重 17~ 30 g。

1. 3 污染实验

EE2先用无水乙醇配制成一定浓度的储备液, 于 4

避光保存。实验前, EE2用砂滤海水分别配成 0. 01、0. 1、

0. 5 g /L 3种溶液,分别对应于低、中和高浓度组;溶剂对

照组只加入相同量的无水乙醇,浓度为 0. 08 mL /L。

实验鱼先在清洁砂滤海水中暂养 7 d, 然后随机选取

分为 4个浓度组。每组 32尾鱼,置于盛有 50 L含有不同

浓度 EE2的污染海水的玻璃养殖箱 ( 35 cm 50 cm 40

cm )中, 以充气机 24 h充气。隔天投喂暂养过 2 d的剁碎

的文蛤 (M eretr ix meretr ix )。每天更换 40 L EE2浓度与初

始浓度相同的海水, 并清除排泄物。实验期间水温 25 ~

26 , pH 为 8. 1~ 8. 2, 海水盐度 23. 0~ 25. 0。暴污 42 d

后, 用经 1250 U /mL肝素钠润洗后的一次性注射器从鱼

的尾静脉取血, 置于 1. 5 mL冰浴离心管, 加入酶抑制剂

PM SF和 EDTA,使其最终浓度均为 1 mm o l/L, 4 保存待

进一步的处理。称体重, 量体长,解剖取出肝后,称其重。

1. 4 样品预处理

血液在 4 、2 000 r/m in下离心 10 m in; 取血浆, 分

装, -80 保存备用。

1. 5 血浆中卵黄蛋白原的测定

采用高分辨率的阴离子交换 M in i Q柱分离, 柱后邻

苯二甲醛 ( OPA )荧光衍生法进行分析测定 [7]。

1. 6 血浆蛋白总量的测定

以牛血清蛋白为标准,采用 Brad fo rd法测定血浆总蛋

白 [ 8] , 测定波长为 595 nm。

1. 7 血浆中性激素水平的测定

血浆中性激素雌二醇 ( E2 )和睾酮 ( T )的萃取参照文

献 [ 9] , 各取 200 L血浆,加入 600 L CH2 C l2,摇床上振摇

12 h。静置, 吸取下层的 CH
2
C l

2
层, 4 保存。剩余部分再

加入 400 L CH 2C l2,同上操作, 合并 CH2 C l2溶液, 用小流

量 N 2在室温下吹干, 4 保存。

血浆中雌二醇和睾酮的浓度采用放射性免疫方法

( R IA )测定,按照放射免疫试剂盒操作说明书操作。

1. 8 数据处理

实验数据用统计学方法进行处理, 采用 SPSS软件。

除了死亡鱼数, 图中各数据均用平均值 标准偏差 (M ean

SDE)表示。用 t检验法对各污染组及溶剂对照组进行

显著性差异分析。当 P < 0. 05, 认为是差异显著; 当 P <

0. 01,认为是差异极显著。

2 结果与讨论

2. 1 行为观察

在整个实验过程中, 对包括实验鱼体色、呼吸、游动

与摄食等在内的生活行为进行了详细观察。结果表明,

在第 1周内各暴露组实验鱼与对照组表现相似, 其行为

无明显变化, 没有出现急性中毒现象。然而在第 2周和

第 3周, 中浓度组出现了较大量的死亡现象 (见表 1)。死

亡的鱼眼球突出、眼眶出血、严重时眼球脱落。这种现象

与 EE2对稀有鮈鲫的影响相似
[ 10]。而低、高浓度组与溶

剂对照组表现相似。暴污 42 d后, 实验组死亡的鱼数比

对照组多, 这也正说明 EE2对真鲷幼鱼有毒性作用, 但是

没有较好的剂量-效应关系。
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表 1 EE2对真鲷幼鱼死亡数的影响

T ab. 1 E ffec ts o f EE2 on num ber o f dead juvenileP. m ajor

cEE 2 / g L-1
死亡鱼数 /尾

第 1周第 2周第 3周第 4周第 5周第 6周 总数

0. 01 0 1 1 0 0 4 6

0. 1 1 6 4 2 2 0 15

0. 5 0 1 1 0 0 6 8

溶剂对照组 0 1 0 1 3 0 5

2. 2 EE2对真鲷幼鱼肥满度的影响

肥满度等于体重与体长立方的比值乘以 100, 它综合

了体长和体重两个变量,是反映鱼的能量状况的指标 ,可

用来全面考察毒物的作用和鱼在生理上对胁迫的响

应 [ 11]。真鲷幼鱼暴污于 EE2各浓度组 42 d后,其肥满度

与溶剂对照组比, 都极显著性减小 (图 1)。这与 EE2对黑

头呆鱼 (P imephales p rom elas )的影响相似 [ 12]。尽管鱼的

肥满度与其生活环境和喂食状况有关 [13], 但是本实验所

设的各实验组除了 EE2浓度不同, 其它的环境参数和喂食

情况一致, 因此认为,肥满度降低主要是由于 EE2引起的。

分析其具体原因, 可能是因为 EE2对真鲷幼鱼有毒性 ,产

生胁迫作用, 导致它们新陈代谢加快, 肥满度降低。

图 1 EE2对真鲷幼鱼肥满度的影响

( n= 15~ 24; * , P < 0. 05; * * , P < 0. 01)

F ig. 1 E ffects of EE
2

on cond ition factor o f juvenile P. m ajor

2. 3 EE2对真鲷幼鱼血浆 V tg含量的影响

V tg一般在卵巢分泌的雌激素 E2调控下在肝脏合成,

本实验将真鲷幼鱼暴露于 0. 01、0. 1、0. 5 g /L EE
2
, 42 d

后, 检测到血浆中 V tg量分别为 0. 1272、0. 1854、35. 15 g /

L, 而溶剂对照组未检测出 V tg (图 2)。这一结果与国际

上的相关研究基本一致。雌性斑马鱼 (Danio rerio )暴露

于一定量的 EE2 21 d,发现 0. 273、0. 545、1. 085 g /L EE2

能够显著性地诱导血浆中 V tg产生, 诱导量达到 10 g /L

以上; 而 0. 032、0. 136 g /L EE2未能够显著诱导 V tg产

生; 在上述浓度范围内, V tg的量随着 EE2浓度的增大而

增大, 有一定的剂量效应关系 [14]。稀有鮈鲫 (Gob iocypr is

rarus)和斑马鱼 (B rachydanio rer io )分别暴露于 5、20、100

ng /L EE2, 5 d后, 3个浓度的 EE2均可显著诱导稀有鮈鲫

体内 V tg生成; 而对于斑马鱼, 100 ng /L EE2可以在 5 d时

显著诱导 V tg产生, 20 ng /L EE2在 10 d后能显著诱导 V tg

产生, 5 ng /L EE2只有在 15 d后才能显著诱导 V tg产生;

V tg量随着 EE2浓度的增加和诱导时间的延长而增大
[ 15]。

雄性红鲈 (Cyp rinodon variegatus )暴露于 0. 02、0. 1、0. 2

g /L EE2 13 d, 其体内 V tg量分别为 0. 2、47. 2、56. 4 g /

L[ 16]。从以上的相关报道可看出,不同种类的鱼对 EE
2
的

敏感程度 ( V tg的诱导量 )是不一样的,本实验所选的真鲷

幼鱼对 EE2较为敏感, 可望作为一种海洋实验动物, 用于

监测环境内分泌干扰物对海洋水体的污染。

图 2 EE2对真鲷幼鱼血浆中 V tg的诱导

n= 15~ 24; N. D. ,未检出

F ig. 2 V tg concentration in p lasm a of juvenile P. major ex-

po sed to EE2

2. 4 EE2对真鲷幼鱼肝胰脏指数 ( H SI)的影响

在毒理学实验中, 通过监测实验动物的肝体指数常

可获得靶器官病理性增生或萎缩的信息, 有助于初步判

断毒物在生物体内的作用位点, 并能为深入研究其毒性

作用机制提供思路。由于真鲷的肝脏与胰脏长在一起,

很难分开, 因此本研究通过将肝胰脏质量与鱼的总质量

之比乘以 100, 获得相应的肝胰脏指数, 用于指示污染物

对肝脏的影响。暴污 42 d后, 肝胰脏指数显著性地随污

染物浓度的增大而增大, 且与溶剂对照有极显著性的差

异 (图 3) ,说明 EE
2
对真鲷幼鱼具有毒性效应, 且浓度越

大, 毒性效应越强。肝胰脏指数的增大可能是肝合成 V tg

或 (和 )为了加强解毒功能的结果。这与 EE2对湖红点鲑

( Salvelinus nam aycush )的肝脏指数的影响 [ 17]一致。

图 3 EE2对真鲷幼鱼肝胰脏指数的影响

n= 15~ 24; * * , P < 0. 01

F ig. 3 Effects o f EE2 on H SI of juvenileP. m ajor
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2. 5 EE2对真鲷幼鱼血浆蛋白总量的影响

溶剂对照组的血浆蛋白总量为 ( 24. 47 1. 51 ) g /L,

此结果与 So l 等 [ 1]测定的鲤鱼对照组的结果 ( 22. 2

3. 4) g /L相似。实验发现, 暴污于各浓度的 EE2 42 d后,

真鲷幼鱼血浆蛋白总量较溶剂对照组都极显著性地增

加, 且随 EE2浓度增大而增大 (图 4)。血浆蛋白总量的增

加是因为 EE2诱导了 V tg的产生所致 [18]。

图 4 EE2对真鲷幼鱼血浆蛋白总量的影响

n= 15~ 24; * * , P < 0. 01

F ig. 4 E ffects of EE2 on tota l p lasm a pro tein o f juven ile

P. major

2. 6 EE2对真鲷幼鱼血浆性激素水平的影响

图 5结果显示, 当真鲷幼鱼受到 EE
2
暴露 42 d后 , E

2

和 T水平显著低于溶剂对照组。与 E2和 T相比, E2 /T的

比值是衡量性激素水平变化更敏感的指标 [ 19] ,实验发现,

暴污组 E2 /T的比值变化与 E2浓度的变化一致, 与溶剂对

照组比, 都极显著性减小, 说明 EE2对 E2的影响更显著。

总之, EE
2
影响了真鲷幼鱼血浆的性激素水平, 干扰了内

分泌系统。性激素水平的下降可能是因为 EE2与血浆中

的性激素结合蛋白 ( SBP )有很强的亲和能力, 与 E2、T竞

争结合 SBP, 使得血浆中 SBP-E2 ( T )复合物减少, 从而加

快了 E
2
和 T的代谢清除速率, 使血浆中 E

2
和 T浓度降

低; 或是合成性激素所必需的胆固醇减小导致 E2和 T浓

度降低 [ 20]。中浓度组 ( 0. 1 g /L )血浆 E2降低的幅度没

有低 ( 0. 01 g /L )、高 ( 0. 5 g /L )浓度组降低的大, 原因

还有待进一步的深入研究。外源性物质对鱼性激素水平

的影响已有相关报道。性成熟的雄性斑马鱼 (Danio re-

rio )暴露于 26. 4 ng /L EE2 7 d, 其血浆中 T浓度与对照组

比显著性地减小 , E2浓度也减小, 但没有显著性差异 [ 21]。

此结果与本实验的结果不大一致, 可能原因是鱼种类的

不同, 或者是鱼生长时期不同所致。类似的情况在其它

研究中亦有报道 : 4-壬基酚对大西洋鲑鱼 ( Salmo salar )幼

鱼及性成熟的雄性鲤鱼 (Cyp rinus carp io )的性激素水平的

影响也不相同 [ 22, 23]。

图 5 EE2对真鲷幼鱼血浆性激素水平的影响

n= 15~ 24; * , P < 0. 05; * * , P < 0. 01

F ig. 5 Effects o f EE2 on plasm a sex ho rmone leve ls of juvenileP. m ajor

3 结 论

本研究结果显示, 真鲷幼鱼对 EE2的毒性效应反应敏

感,在 0. 01~ 0. 5 g /L EE2较长时间的暴露下,与溶剂对照

组比,肥满度显著减小、V tg被大量诱导、肝胰脏指数和血

浆蛋白总量显著增大、血浆性激素水平显著降低。因此,真

鲷幼鱼的肥满度、肝胰脏指数、血浆蛋白总量、血浆性激素

水平等可作为评估 EE
2
等环境内分泌干扰物毒性效应的生

物指标;真鲷幼鱼血浆中的 V tg具有作为生物标志物, 用于

监测海洋水体中 EE2等环境内分泌干扰物的潜力。
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