
　
第 49卷 　第 3期

2010年 　5月
中山大学学报 (自然科学版 )

ACTA　SC IENTIARUM　NATURAL IUM　UN IVERSITATIS　SUNYATSEN I

Vol149　No13

May　2010
　

苯并 [ a ]芘 (BaP)对真鲷细胞色素 P450和
芳香烃受体基因表达的影响
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摘 　要 : 通过水体暴露方式对海水养殖真鲷进行 BaP持续染毒 , 利用实时定量 PCR技术研究了真鲷细胞色素

P450基因 (CYP1A1) 和芳香烃受体基因 (AhR2) 随 BaP暴露剂量、时间的动力学变化。结果发现 , 011～115

μg/L环境浓度的 BaP能够显著性诱导 CYP1A1基因和 AhR2基因的表达 , 且 AhR2 mRNA早于 CYP1A1 mRNA被

诱导表达 ; BaP持续暴露 48 h, CYP1A1和 AhR2基因的表达水平均随暴露时间的延长而显著升高 , 染毒 72 h后

又回复到本底水平 , 实验表明这两个基因的表达与 BaP的暴露剂量和暴露时间之间具有显著性的剂量 - 效应和

时间 -效应关系。
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Abstract: The gene exp ression patterns of CYP1A1 and A ryl hydrocarbon recep tor (AhR2) of red sea2
bream ( Pag rus m ajor) were both measured using real2time quantitative PCR ( qPCR) when fish exposed

to environmentally relevant concentration of BaP (011, 015 and 110μg/L , respectively). The results

showed that CYP1A1 mRNA and AhR2 mRNA could be induced significantly, besides, the time of AhR2

mRNA induced ahead of the time of CYP1A mRNA induced. The two genes were induced markedly at

the begining of BaP exposure, and then decreased to the basal levels after 72 h. The results demonstrate

that BaP can regulate CYP1A1 and AhR2 transcrip t in a dose and time dependent manner.

Key words: Benzo [ a ] Pyrene (BaP) ; Pagrus m ajor; real2time quantitative PCR; cytochromeP450
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　　苯并 [ a ] 芘 (BaP) 在海洋环境中广泛存在 ,

是一种重要的多环芳烃类环境污染物 [ 1 ]。有机物

的燃烧是环境中 BaP的主要来源 , 如生活中燃料

的燃烧、汽车和工业生产过程等 [ 1 - 2 ]。BaP本身毒

性很小 , 但经过新陈代谢后产生的中间代谢物具有

很强的遗传毒性和免疫毒性 [ 3 - 4 ]。

鱼类中免疫系统和新陈代谢系统之间是紧密联

系的 , 它们均参与有机体抵御诸如病毒、细菌和其
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它外化物过程 , 而生物转化系统 (特别是细胞色

素氧化酶 P450单氧化酶类 ) 参与了众多激素类产

物的调控 [ 5 ]。CYP450酶系是一个大的基因家族 ,

普遍存在于生物体亚铁血红素蛋白中 , 催化多种亲

脂性外源化合物的生物转化 , 在解毒和激活食物链

中的卤代、非卤代芳烃中发挥重要作用。鱼类中研

究最多的是 CYP1A1, 该基因普遍存在于所检测的

鱼类中 ; 同时 , 生物暴露于 PAH s、PCB s等污染物

的水平与体内 CYP1A1表达水平具有显著相关性 ,

因而许多学者提出将 CYP1A1的表达水平作为海洋

动物暴露于卤化芳香族碳氢化合物及其它相关化合

物可靠的生物标志物 [ 6 - 7 ]。在对水生系统污染监测

中 , 检测鱼类 CYP1A基因的诱导表达已经被作为

一种灵敏的早期预警手段。

芳香烃受体 (A ryl hydrocarbon recep tor, AhR )

主要功能是与外源性芳香烃结合并将其转运进细胞

核内 , 因此在介导平面卤代芳香烃毒性效应过程中

发挥了重要作用 [ 1 ]。CYP1A1和 AhR基因均参与

BaP在细胞内的新陈代谢过程 , 目前认为在鱼类中

CYP1A1主要诱导机制如下 : BaP与 AhR复合体结

合转运进入细胞核 , 然 后 与 AhR 核 转 运 子

(ARNT) 蛋白进一步形成一个四聚体 , 这种配体

- AhR2ARNT复合体能够与不同基因 (如 CYP1A

等 ) 上游的外化物反应元件 (XREs) 结合 , 最终

增强这些基因的转录 [ 5 ]。

本文以环境浓度的 BaP对海水重要养殖鱼类

-真鲷进行水体暴露方式染毒 , 利用 qPCR技术研

究了其肝脏中 CYP1A1基因和 AhR基因随 BaP暴

露剂量、时间的动力学变化 , 观察了 BaP毒性效

应对海洋养殖真鲷体内参与 BaP新陈代谢过程的

AhR和 CYP1A1基因表达的影响 , 为进一步研究

BaP对水生生物的免疫毒理学效应奠定基础。

1　实验材料和方法

111　化学试剂

BaP (纯度 99 % ) 购于 Sigma公司 , 以丙酮

(分析纯 , 购自上海国药集团化学试剂有限公司 )

作为溶剂将其配制为 1μg/mL母液 , 避光低温保存。

112　真鲷幼鱼水体暴露实验及采样

真鲷幼鱼购自福建省漳浦海水养殖渔排 , 平均

体质量为 (58194 ±12181) g, 体长为 (12156 ±

0196) cm。正式实验之前先将其在实验室暂养 7 d,

水温为 (1412 ±1124) ℃, 盐度为 (30 ±1) ‰,

pH 718左右 , 自然光周期。每天按照鱼体质量的

1%～2 %投喂鱼类颗粒饲料 , 每次投食后约 10 m in

捞出剩余的食物残渣 , 并更换一次新的沙滤海水。

实验前一天停止喂食 , 选择活力好并且体表无

损伤的健康鱼进行实验。实验分为 BaP水体暴露

组 (011、015和 115μg·L)和丙酮溶剂组 (Vacetone

/V seawater = 01005 % ) , 各浓度均平行设置两个重复 ,

每个重复随机放入真鲷幼鱼 12条 , 所用玻璃缸大

小为 100 cm ×60 cm ×50 cm, 注入溶液为 100 L,

每隔 24 h更换一次新的暴露液 , 整个实验过程不

投喂饲料。在玻璃缸上面覆盖上一层黑色遮光纱防

止 BaP光解。染毒后 0、6、24、48、72 h不同时

间点取样 , BaP各浓度组及丙酮溶剂组分别采样 4

条 , 先进行尾静脉取血 , 再用剪刀剪断脊柱使鱼猝

死后迅速采集肝脏 , 立即放入液氮中速冻 , 然后转

移至 - 80 ℃超低温冰箱中保存备用。

113　CYP1A1和 AhR2基因表达水平的检测

11311　引物的设计 　根据本实验室从真鲷肝脏克

隆获得的 CYP1A1基因序列 ( GenBank登录号为

EU163982) 及已报道的真鲷 AhR2 ( GenBank登录

号为 AB197788) 和 18S基因序列 ( GenBank登录

号为 AB259837) , 利用 Primer Exp ress 310软件设

计相应引物 (表 1) , 由上海生工生物公司合成。

11312　应用 qPCR对 CYP1A1和 AhR2基因表达的

定量分析 　实时定量 PCR方法同本实验室相关文

章 [ 8 ]。主要步骤如下 : 以 Trizol试剂盒 ( Invitrogen

公司 ) 提取各组真鲷肝脏总 RNA, 利用紫外分光

光度计 ( GE公司 ) 检测 A260 /280nm值 , 随机选取部

分肝脏的总 RNA样品 , 以 w = 112%琼脂糖凝胶电

表 1　实时定量 PCR分析基因表达所用的引物
Table 1　Sequences of p rimers used in gene exp ression analyses by qPCR

基因 上下游引物 (5’→3’) 扩增片段 / bp 基因登录号

CYP1A1 上游 : GCCGATGGCAGCTTTGAC 69 EU163982

下游 : TTCCGCCACATTGTCGTCTCCG

AhR2 上游 : AATGGTGACCTGTGCTCAGTGTT 102 AB197788

下游 : CCGTTCCTCATCCTGACTTAATCT

18S 上游 : CAAAGGGCAGGGACTTAATCA 69 AB259837

下游 : TCCCATGAACGAGGAATTCC
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泳 EB 染色检测其提取质量。利用 PrimerScrip t
TM

RT2PCR试剂盒 ( Perfect Real Time) ( TaKaRa公

司 ) 对总 RNA进行逆转录。SYBR Green I染料法

对目的基因进行相对定量 , 反应体系为 20μL: 2

×Power SYBR
Ó

Green PCR MasterM ix (App lied B io2
system ) 10 μL, 10 μmol/L 的上下游引物各加 1

μL, 模板为相当于从 015 ng的总 RNA逆转录所得

的 cDNA, 用灭菌双蒸水补足为 20μL。每个时间

点各处理组分别做 3～4个平行样品 , 每个样品再

分别平行做 3个重复。 qPCR 应条件为 50 ℃, 2

m in; 95 ℃, 10 m in; 40个循环 : 95 ℃ 15 s, 60 ℃

60 s; 在 60 ℃延伸步骤对荧光信号进行采集。反应

结束后 , 直接对该反应体系做融解曲线 , 分析

PCR产物的特异性。所用仪器为 AB I 7500型荧光

定量 PCR仪 (App lied B iosystem )。目的基因相对

表达量分析方法基于 2
-ΔΔCT原理进行 [ 9 ]。

114　数据统计分析

所有数据均以平均值 ±标准偏差表示。采用

SPSS1110软件单因素方差分析 (one2way ANOVA )

所得数据 , 当 p ≤ 0105时认为差异显著。

2　结果与分析

211　真鲷肝脏总 RNA的提取

图 1　真鲷肝脏总 RNA凝胶电泳

Fig11　Gel electrophoresis of total RNA from liver

of juvenile red seabream

qPCR实验对样品总 RNA的质量要求比较高 ,

通常从两个方面对其评价 : 第一是纯度 , 要求没有

蛋白和有机溶剂污染 , 总 RNA的 A260 /280nm要在 118

～210之间 , 最好为 210左右 ; 第二是完整性比较

好 , 这一指标可以通过电泳检测 , 质量很好的

RNA电泳后一般可以看到明亮、清晰的 28S、18S

两条带 , 5S亮度较弱。本实验提取的总 RNA质量

符合上述要求 (图 1) , 所有样品 A260 /280nm值均在

210左右 (各样品 A260 /280nm具体值没有给出 ) , 因此

可以进行以下的逆转录及对相关基因的定量分析。

212　BaP水体暴露对真鲷肝脏 CYP1A1基因表达

的影响

真鲷幼鱼经环境浓度的 BaP水体持续暴露 72

h, CYP1A1基因在肝脏中表达模式如图 2所示 :

染毒后 6 h, 011、015和 115μg/L的 BaP处理组

CYP1A1 mRNA表达与溶剂丙酮对照组相比均没有

发生显著性变化。染毒后 24 h, 011μg/L剂量组

CYP1A1表达水平有所上升 , 但是与对照组相比无

显著性差异 ; 115μg /L的 BaP暴露组 CYP1A1基

因显著诱导表达 ( p ≤ 0105) , 表达量为对照组的

412倍。CYP1A1 mRNA表达的总体趋势显示 , 在

0～48 h内 , CYP1A1表达与 BaP染毒剂量和染毒

时间分别具有明显的剂量 - 效应和时间 - 效应关

系 , 即在同一时间点 CYP1A1 mRNA表达水平总体

上具有随着 BaP剂量的升高而上升的趋势 , 对于

同一 BaP剂量而言 , CYP1A1 mRNA表达量随时间

的延长而逐步升高。

图 2　实时定量 PCR检测持续暴露于不同浓度

BaP的真鲷幼鱼肝脏中 CYP1A1 mRNA的

表达变化

Fig12　Real2time PCR assay of CYP1A1 mRNA exp ression

in liver of juvenile red seabream upon continuous

waterborne exposure to different concentration of BaP

(所有数据均以未经任何处理的健康组真鲷肝脏 CYP1A1

mRNA表达进行校正 )

213　BaP水体暴露对真鲷肝脏芳香烃受体基因

(AhR2) 表达的影响

真鲷幼鱼经 011～115μg/L的 BaP水体暴露 6

～72 h, AhR2 mRNA 表达模式如图 3所示 : BaP

染毒 6 h后 011、015μg/L剂量组显著性地诱导了

AhR2的表达 ; 染毒后 24 h, 3 个 BaP剂量组的

AhR2均显著诱导表达 , 并且 011μg /L剂量组诱导

的 AhR2 mRNA 表达水平最高 , 3 个 BaP剂量组

AhR2基因表达量分别为丙酮对照组的 213倍、119

倍和 114倍 ; 随着 BaP暴露时间的延长 , 在 48～

72 h时间内 AhR2 mRNA的表达与对照组相比均没

有发生显著性变化。整个实验过程中 AhR2总的变

化趋势为先升高后降低。

59



中山大学学报 (自然科学版 ) 第 49卷 　

图 3　实时定量 PCR检测持续暴露于不同浓度

BaP真鲷幼鱼肝脏中 AhR2 mRNA的表达变化

Fig13　Real2time PCR assay of AhR2 mRNA exp ression

in liver of juvenile red seabream upon continuous waterborne

exposure to different concentration of BaP

(所有数据均以未经任何处理的健康组真鲷肝脏 AhR2 mR2

NA的表达进行校正 )

3　讨　论

BaP为非极性物质 , 在正常水体中溶解度比较

小 , 25 ℃下 BaP在水中溶解度为 318μg/L
[ 10 ]

, 12

℃下约为 1μg/L
[ 6 ]。水体暴露是水生生物吸收 BaP

最主要的途径 [ 11 ]
, 尽管 BaP在水中可能以完全溶

解态、吸附于悬浮颗粒和与胶状物质结合三种状态

存在 [ 12 ] , 但是 Carls等 [ 13 ]在研究石油对斑马鱼 D a2
n io rerio毒性效应过程中发现 , 胚胎损伤并非是石

油的颗粒物 , 而是溶解态的 PAH s。目前在水生生

物中开展的实验室研究中 , 相当一部分学者采用腹

腔注射方式进行 BaP染毒 [ 3 - 4 ] , 然而这种暴露方式

可能并不是实际环境中暴露方式。即使以水体暴露

的方式进行 BaP染毒 , 不同实验室关于 BaP浓度

的设置差别也很大 , 甚至相差 2个数量级 [ 6, 14 - 16 ]。

本实验以环境浓度的 BaP利用水体暴露方式对海

水鱼类进行急性染毒 , 结果表明 011～115μg /L的

BaP在短期内即能够显著性诱导 CYP1A1基因的表

达 , 并且这种表达具有显著性的剂量 -效应和时间

-效应关系。

AhR主要功能是与外源性芳香烃结合并将其

转运进细胞核内 , 在介导芳香烃毒性效应过程中发

挥了重要作用。目前 , 已经从真鲷中克隆获得了两

种芳香烃受体 AhR1和 AhR2, 并且发现 , AhR1主

要在脑、心、卵巢和脾脏中表达 , 而 AhR2在肝、

脑、心、卵巢和脾脏等组织中均表达 [ 17 ]。肝脏是

鱼类新陈代谢的主要器官 , 故本文选取真鲷幼鱼肝

脏 AhR2 基因作为靶基因。真鲷 AhR2 mRNA 被

BaP显著诱导表达的时间早于 CYP1A1 mRNA被诱

导的时间 , 这种结果与 CYP1A1诱导表达的主要机

制是一致的 [ 5 ]
, 即 BaP接触真鲷幼鱼肝脏细胞时 ,

先与其受体 AhR相结合 , 受体先被 BaP结合诱导

表达 , 然后再将 BaP 转运进入细胞核 , 进而与

CYP1A1基因上特定的 XREs相结合 , 最终诱导了

CYP1A1基因的表达。

BaP水体暴露真鲷幼鱼 48 h后 , 011、015μg/

L处理组的真鲷幼鱼 CYP1A1基因表达量显著性增

强 , 染毒后 72 h, 3个 BaP剂量组 CYP1A1 mRNA

表达水平均回复到本底水平。这种结果与有关报道

一致 : BaP水体暴露虹鳟 O ncorhyncus m yk iss后 , 6

～72 h内显著诱导了肝 CYP1A mRNA的表达 , 而

72～120 h该基因的表达又回复到本底水平 [ 6 ]。斑

鰶 D orosom a ceped ianum 经 BaP水体暴露后 , 肝脏

中 CYP1A mRNA在 72～120 h时间内同样降低到

本底水平 , 在此过程中鳃内 CYP1A基因表达水平

的提高被认为是产生这种结果的一个重要原

因 [ 18 ] 。

鱼类中免疫系统和生物转化系统并非完全独立

的 , 这两个系统之间很多功能相互联系 , 它们均参

与有机体抵御诸如病毒、细菌和其它外化物。鱼类

暴露于异型生物质 ( xenobiotic) 后可能带来细菌

感染的积累 , 随后免疫系统的激活可能会部分抑制

这种解毒活性 , 进而导致了鱼类死亡率的升高 [ 5 ]。

另一方面 , 许多异型生物质本身并不会产生免疫毒

性 , 但是能够通过生物转化系统转化为具有很强免

疫毒性的新陈代谢物。本文以环境浓度的 BaP对

海水养殖鱼类真鲷进行水体暴露方式染毒 , 利用

qPCR技术研究了其肝脏中参与新陈代谢的重要基

因 CYP1A1和 AhR随 BaP暴露剂量、时间的动力

学变化 , 为进一步研究 BaP对水生生物的免疫毒

理学效应奠定了基础。
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