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摘要! 以唐鱼卵黄蛋白原"5MX#为检测指标!利用 ,HMÎ;FC-[3电泳%唐鱼 5MX 特异性脂蛋白

染色和间接酶联免疫吸附"3.01-#技术分别检测了 &=

!

F雌二醇"3

$

#%壬基酚",C#%多氯联苯

"C4DS#%4\

$ k

%E:

$ k及其混合物对唐鱼的雌激素效应$ ,HMÎ;FC-[3结果显示!&%

'

XB.%"%

'

XB.3

$

水体暴露 =%&A \ 均诱导雄性唐鱼体内合成了 5MX!3

$

对唐鱼的雌激素效应具有时间

累积效应!并随浓度升高而增强$ 而3.01-检测结果则显示 %8&%%8"%&8%

'

XB.3

$

=%&A \ 和

$%%%!%%

'

XB.,C&A \暴露使唐鱼合成了5MX$ 结果表明!,C%4\

$ k

%E:

$ k与不同浓度的3

$

联

合雌激素效应不同于单一毒物的雌激素效应!,C与 3

$

表现为协同促进作用$ 并讨论了环境

雌激素的联合作用机制相关问题$

关键词! 唐鱼& 内分泌干扰物& 卵黄蛋白原"5MX#& ,HMÎ;FC-[3电泳

中图分类号! T&=#& o&=&8"'''''''文献标志码'-

' ' 内 分 泌 干 扰 物 # ;:\6OUI:; \ISU9NMI:X

OZ;GIOH7S"3@4S$能够影响生物体正常的内分泌

功能"它对生态环境和人类健康造成的巨大威胁

引起了国际社会的普遍关注"是近年来各国研究

的热点"主要侧重于探讨其检测方法)内分泌干扰

效应( 现已证实的环境雌激素约有 =% 余种"随着

工商业的发展"种类还在不断地增加"它们在生态

系统中往往是同时存在)共同影响生物体内内分

泌系统的平衡"因此研究这些污染物的联合作用

毒性"更符合实际环境状态"对其生态风险评价及

相应环保条例的制定也更具有意义(

以唐鱼 #9/=&'>+>?./0J)=-J,.$卵黄蛋白原

#5MX$为生物标志物检测内分泌干扰物的研究已

有一些报道"先后在唐鱼 P+F 基因的克隆与分

析*&+

)唐鱼 5MX 的诱导)纯化与鉴定*$+

)唐鱼卵黄

脂磷蛋白#.̂ $的纯化与免疫原性分析*!+等方面

开展研究( 建立了唐鱼卵黄蛋白原的间接3.01-

检测方法" 定量检测了有机氯农药滴滴涕

#@@PS$诱导下雄性唐鱼体内 5MX 的变化"证明

@@P对唐鱼具有雌激素效应*A+

%采用 ,HMÎ;F

C-[3电泳技术结合糖)脂)磷蛋白特异性染色的

方法"定性分析了食品中内分泌干扰物对唐鱼的

雌激素效应( 在这些研究的基础上"本实验选取

雌二醇#3

$

$)壬基酚 #,C$)多氯联苯 #C4DS$)

4\

$ k和E:

$ k等 " 种具有代表性的物质为研究对

象"将,HMÎ;FC-[3电泳)唐鱼5MX脂特异性染色

和间接3.01-定性分析 ! 种技术手段结合起来"

简化检测方法"研究不同浓度的 3

$

),C)C4DS)

4\

$ k和E:

$ k作用不同时间"对唐鱼卵黄蛋白原的

诱导效果%同时研究 3

$

),C)C4DS)4\

$ k

)E:

$ k按

不同的浓度比例组合)水体暴露不同时间对唐鱼

体内5MX诱导的影响"并与单一化合物对它的诱

导情况作比较"探索这些物质相互作用的方式"同

时进一步补充以唐鱼卵黄蛋白原为生物标志物监

测环境雌激素的实验数据"丰富鱼类卵黄蛋白原

的检测方法"为分析野外实际环境中内分泌干扰

物的危害效应提供有效的技术方法和资料"为水

体环境污染的监控防治工作提供参考(
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&'材料与方法

!&!'主要试剂

&=

!

F雌二醇#3

$

$ #1IXGH公司$"壬基酚#,C$

#1IXGH公司$"多氯联苯 #C4DS"-U6O76U&$A?$

#1IXGH公司$"氯化镉#4\47

$

.$8" 2

$

)$#广州化学

试剂厂$"七水合硫酸锌#E:1)

A

.=2

$

)$#广州化学

试剂厂$"丙稀酰胺#-OU$#CU6G;XH公司$等"所有试

剂均为分析纯( 唐鱼卵黄蛋白原和卵黄脂磷蛋白由

本实验室提供(

!&('试剂配制

暴露毒物配制''按常规方法配制(

样品缓冲液的配置''"% GG67B.PUISF247

#N2?8%$!PUIS%8#%" = X"& G67B.247$8>$ G."

用双蒸水定容到 &%% G."调 N2至 ?8%"加入 $j

的 -NU6MI:I: 溶液 & G."%8& G67B.的 CR1/&

G."A g保存(

电泳相关试剂的配制''参照姚静等*$ <A+的

方法(

3.01-试剂的配制''参照姚静等*A+的方法(

!&+'实验仪器

垂直平板电泳槽#北京六一仪器厂 @c4E<!%

型$"电泳仪#北京六一仪器厂 @cc<=4型$"N2

计#2-,,-N2$&&型$"酶标仪#DI6+;\#?%$(

!&,'实验动物

实验用唐鱼均为性成熟的成年个体"体长

#$8>A% m%8&>>$ OG"体质量#%8$A% m%8%AA$ X"

购自广州市花地湾花鸟鱼艺市场( 购回后在实验

室水族箱内驯养 $ hA 周"待死亡率小于 $j后区

分雌雄"挑选形态健康饱满)反应灵敏的雄性个体

作为实验鱼(

!&@'实验条件

实验用水''采用曝气 ! \ 的自来水"水温

#$! m!$ g"N2为 #8? h=8$"溶氧量大于 # GXB

."硬度约 $8A 度#德国度$(

实验方式''暴露实验在 $ %%% G.烧杯中

进行"每个烧杯加入 & "%% G.实验液"各放入雄

性唐鱼 # 尾( 实验采用半静态方式"自然光照"温

度条件不设控制"隔天换水"隔天喂食"及时吸出

残饵和排泄物( 暴露浓度组设置见表 & 和表 $(

!&A'实验方法

唐鱼整体匀浆液的制备''暴露实验结束

后"每条鱼编号"测量体长)体质量"放入匀浆器"

加入 & G.A g预冷的匀浆缓冲液#"% GG67B.

PUISF247"N2?8%$"冰浴条件下匀浆"匀浆液 A

g"&% %%% UBGI:离心 $% GI:"上清液经 %8A"

'

G

微孔滤膜过滤后分装保存于<?% g(

表 !'单一化合物暴露浓度组设置

-./&!'"3=58<F=>33V8<%5037<6736=0.=1<6%<F

%16;937<28<56:%

组别 XU69N 暴露浓度 ;QN6S9U;O6:O;:MUHMI6:

空白对照组

K7H:b O6:MU67

<

丙酮溶剂对照组

HO;M6:;O6:MU67

<

3

$

实验组B#

'

XB.$

%8&)%8")&)&8%)&%8%)"%8%

,C实验组B#

'

XB.$ "%)&%%)&"%)$%%)!%%

C4DS实验组B#

'

XB.$ $")"%)=")&%%)!%%)#%%)& %%%)& "%%

4\

$ k实验组B#GXB.$

%8""#)&8&&$)$8$$A

E:

$ k实验组B#GXB.$

$8%!= ")A8%=")?8&"%

注!每个浓度组设置 $ 个平行"暴露总时间为 &A \"于第 = 天和第

&A 天分别取样(

,6M;S! PY6 NHUH77;7;QN;UIG;:MSY;U;S;MI: ;HOZ O6:O;:MUHMI6:

XU69N8PZ;M6MH7;QNU6S9U;MIG;YHS&A \8/ISZ;SY;U;SHGN7;\ I: MZ;

WIUSM= \ H:\ &A \"U;SN;OMÎ;7V8

表 ('混合化合物暴露浓度组设置

-./&('"3=58<F=>33V8<%5037<6736=0.=1<6%<F

21V3:7<28<56:%

组别 XU69N 暴露浓度 ;QN6S9U;O6:O;:MUHMI6:

空白对照组 K7H:b O6:MU67 <

溶剂对照组HO;M6:;O6:MU67 <

,C#

'

XB.$ k3

$

#

'

XB.$

实验组!

"% k%8") "% k&) &%% k%8")

&%% k&8%

,C#

'

XB.$ kC4DS#

'

XB.$

实验组!

&%% k!%% ) $%% k!%% ) &%% k#%% )

$%% k#%%

4\

$k

#GXB.$ k3

$

#

'

XB.$

实验组!

%8""# k&%) $8$$A k&% ) %8""# k

"%)$8$$A k"%

E:

$k

#GXB.$ k3

$

#

'

XB.$

实验组!

$8%!= " k&%) ?8&" k&%) $8%!= " k

"%)?8&" k"%

4\

$k

#GXB.$ kE:

$k

#GXB.$

实验组!

%8""# k$8%!= ") &8&&$ kA8%=")

$8$$A k?8&"

4\

$k

#GXB.$ kE:

$k

#GXB.$

k,C#

'

XB.$实验组!

%8""# k$8%!= " k$%% ) $8$$A k

?8&" k$%%

4\

$k

#GXB.$ kE:

$k

#GXB.$

kC4DS#

'

XB.$实验组!

%8""# k$8%!= " k#%% ) $8$$A k

?8&" k#%%

注!每个浓度组设置 $ 个平行"暴露总时间为 &A \"于第 = 天和第

&A \分别取样(

,6M;S!MY6 NHUH77;7;QN;UIG;:MSY;U;S;MI: ;HOZ O6:O;:MUHMI6: XU69N8

PZ;M6MH7;QNU6S9U;MIG;YHS&A \8/ISZ;SY;U;SHGN7;\ I: MZ;WIUSM=

\ H:\ &A \"U;SN;OMÎ;7V8

'',HMÎ;FC-43电泳'',HMÎ;FC-[3Aj h

&"j分离胶和 ,HMÎ;FC-[3Aj浓缩胶的配制见

表 !)表 A( 将梯度混匀仪置于磁力搅拌器上"关

")&
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上梯度混匀仪开关"用胶管连接蠕动泵和电泳槽(

注入分离胶"室温放置过夜使凝胶充分聚合(

凝胶染色''#&$ 考马斯亮蓝染色!凝胶经

双蒸水冲洗后"放入 %8&j考马斯亮蓝 +F$"% 染

液中染色过夜"再用脱色液脱色至背景清晰"扫描

成像( #$$ 苏丹黑D染色!参照杨安钢等*"+的方

法"凝胶经双蒸水冲洗后"用 &j苏丹黑D染色过

夜"再用脱色液脱色至背景清晰后"扫描成像(

表 +'#.=1M3J$*NI,^ _!@^分离胶的配制

-./&+'#.=1M3J$*NI,^ G!@^ %38.0.=16;

;398038.0.=1<6

Aj分离胶 &"j分离胶

!%j -OUFDIS %8? G. ! G.

,HMÎ;FC-[3分离胶缓冲液 &8" G. &8" G.

双蒸水 \ISMI77;\ YHM;U !8= G. &8" G.

&%j -C !"

'

. !"

'

.

P3R3@ #

'

. #

'

.

表 ,'#.=1M3J$*NI,^浓缩胶的配制

-./&,'#.=1M3J$*NI,^ %=.7K16; ;398038.0.=1<6

Aj浓缩胶

!%j-OUFDIS %8? G.

,HMÎ;FC-[3浓缩胶缓冲液 &8" G.

双蒸水 \ISMI77;\ YHM;U !8= G.

&%j-C !"

'

.

P3R3@ #

'

.

''间接3.01-方法检测唐鱼卵黄蛋白原''

按姚静等*A+的方法进行(

!&B'数据处理

间接 3.01-实验结果用比值法表示"比值

#9$根据下列公式计算!

比值#3$ $

测定标本C

/01

S空白C

/01

阴性对照C

/01

S空白C

/01

'

2)3

''9值大于或等于 $8& 即为阳性"小于 $8& 而

大于 &8" 为可疑"小于 &8" 为阴性( 运用 3QO;7

$%%! 软件计算各组数据的平均值"平均值大于或

等于 $8& 的浓度组判为阳性组"&8" h$8& 为可疑

组"小于 &8" 判为阴性组(

$'结果与分析

(&!'包被抗原#ZM 抗血清和兔抗大鼠 [;NJOE$

的最佳工作浓度

倍比稀释抗原).̂ 抗血清和兔抗大鼠 0X[F

2+C"做棋盘滴定实验"选择阴性标本的吸光度值

小于 %8%?)阳性标本的吸光度值在 &8% 附近的稀

释倍数确定为各自的工作浓度( 经棋盘滴定"确

定抗原稀释度为 &eA %%%".̂ 抗血清稀释度为

&eA%%"兔抗大鼠0X[F2+C稀释度为 &e$ %%%(

(&('雌二醇#壬基酚#多氯联苯#镉和锌及其混合

物对唐鱼的雌激素效应

卵黄蛋白原富含磷酸)脂和糖基团"在常规聚

丙烯酰胺凝胶电泳后"只要再进行蛋白质的糖)脂)

磷染色"就可以确定卵黄原蛋白在电泳图谱上的位

置( 本实验参照姚静等*$+的研究结果"证明在高分

子量标准蛋白的第二条带 AA% b9 附近能被脂)磷

或糖蛋白任何一种特异染色的只有5MX 及其降解

产物( 电泳法具有简便)快速)经济的优点"并可定

性反映)比较内分泌干扰物的影响程度"对于受污

染较严重的样品可直接采用此方法检测(

(&+'!B

!

J雌二醇$I

(

%对雄性唐鱼X=;的诱导

,HMÎ;FC-[3电泳检测''" 个 3

$

浓度组处

理雄性唐鱼 =) &A \"整体匀浆制得样品后经

,HMÎ;FC-[3电泳"考马斯亮蓝和苏丹黑 D染色

后"如图 & 所示"3

$

高浓度组#&%

'

XB.)"%

'

XB.$

=)&A \ 均诱导雄性唐鱼合成出了 5MX"见图 & 的

A)")&&)&$ 泳道"AA% b9 下方的一条带"是 5MX 热

降解的产物( 暴露时间从 = \ 延长到 &A \ 时"两

个浓度组的5MX 条带颜色都加深了"而且随着暴

露浓度的升高"5MX 条带从无到有"颜色由浅到

深"说明诱导作用加强"5MX 含量上升"这一现象

表明3

$

对唐鱼的雌激素效应具有时间累积效应"

并与暴露浓度正相关(

间接3.01-方法检测''按照实验确定的

稀释浓度取各组的样品稀释)包被"进行 3.01-

实验"每个样品设 ! 个复孔"读出 7

A"%

后根据公式

计算每条实验鱼的平均 9值"然后求出每个浓度

组的平均9值"数据如表 ""与电泳检测的结果基

本趋势一致( 3

$

的诱导效应除 %8"

'

XB.浓度组

外都呈阳性"高浓度组的比值远超过 $8&"在电泳

图谱上表现为条带颜色较深(

(&,'壬基酚 $#$%#多氯联苯 $$RY%#R:

( \

#

6̀

( \对雄性唐鱼X=;的诱导

,HMÎ;FC-[3电泳检测''在实验设置的暴

露浓度下",C)C4DS)4\

$ k

)E:

$ k单独作用后的雄

鱼整体匀浆液经 ,HMÎ;FC-[3电泳)考马斯亮蓝

和苏丹黑D染色"均未发现目标条带(

间接3.01-方法检测''检测结果显示 $%%

'

XB.)!%%

'

XB.,C浓度组暴露 &A \ 5MX 检出量

'!&
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# 期 杨丽丽"等!雌二醇)壬基酚)多氯联苯)镉和锌及其混合物对唐鱼的雌激素效应比较 ''

呈阳性"!%%

'

XB.,C暴露 = \)#%%

'

XB.C4DS

暴露 &A \的检出量为可疑"4\

$ k

)E:

$ k各浓度组

检测结果为阴性"实验结果的差异主要与这些物

质的雌激素活性强弱有关(

图 !'I

(

诱导的雄性唐鱼整体匀浆液电泳图谱

D1;&!'#.=1M3J$*NI.6.9?%1%<F=>3P><93/<:? ><2<;36.=3F0<2I

(

=03.=3:2.93=7/0>)5->,.

= \".H:;7!%8&

'

XB.3

$

% .H:;$!%8"

'

XB.3

$

% .H:;!!&

'

XB.3

$

% .H:;A!&%

'

XB.3

$

% .H:;"!"%

'

XB.3

$

% .H:;#!%% .H:;=!

HO;M6:;O6:MU678

&A \".H:;?!%8&

'

XB.3

$

% .H:;>!&

'

XB.3

$

% .H:;&%!%8"

'

XB.3

$

% .H:;&&!&%

'

XB.3

$

% .H:;&$!"%

'

XB.3

$

% .H:;&!!%% .H:;

&A!HO;M6:;O6:MU678

表 @'I

(

诱导组的=值

-./&@'->3=M.953<FI

(

=03.=3:;0<58

= \ &A \

序号 :68 & $ ! A " ? > &% && &$

9值 $8!% $8!= $8$! $8>$ A8#! $8!# $8&& $8%" !8"$ #8#=

(&@'#$\I

(

对雄性唐鱼X=;的诱导

,HMÎ;FC-[3电泳检测''由图 $ 可知"

,Ck3

$

各浓度组作用 =)&A \ 都可以诱导雄性唐

鱼合成 5MX"经电泳)脂蛋白染色后"条带颜色比

&8%> GXBG..̂ 蛋白染色后浅( "%

'

XB.,Ck

%8"

'

XB.3

$

浓度组 &A \ 的电泳条带不清晰"是

由于5MX含量低于其它 ! 个组(

图 ('#$\I

(

诱导的雄性唐鱼整体匀浆液电泳图谱

D1;&('#.=1M3J$*NI.6.9?%1%<F=>3P><93/<:? ><2<;36.=3F0<2#$\I

(

=03.=3:2.93=7/0>)5->,.

= \".H:;7!"%

'

XB.,Ck%8"

'

XB.3

$

% .H:;$!"%

'

XB.,Ck&

'

XB.3

$

% .H:;!!&%%

'

XB.,Ck%8"

'

XB.3

$

% .H:;A!&%%

'

XB.

,Ck&

'

XB.3

$

8

&A \".H:;"!"%

'

XB.,Ck%8"

'

XB.3

$

% .H:;#!"%

'

XB.,Ck&

'

XB.3

$

% .H:;=!&%%

'

XB.,Ck%8"

'

XB.3

$

% .H:;?!&%%

'

XB

.,Ck&

'

XB.3

$

8

''由 3

$

对雄性唐鱼 5MX 的诱导的实验结果可

知"%8"

'

XB.3

$

)&

'

XB.3

$

)"%

'

XB.,C)&%%

'

XB.,C单独作用时",HMÎ;FC-[3电泳脂蛋白

染色都没有显示 5MX 蛋白条带"当与 ,C联合作

用时"在不同的暴露时间内发现了较明显的 5MX

蛋白条带"说明本实验条件下",C与 3

$

联合暴露

*!&



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

的雌激素效应明显强于单一毒物暴露结果(

间接3.01-方法检测''各浓度组 =)&A \

的9值均大于 $8&"表明暴露引起了唐鱼 5MX 的

合成(

(&A'R:

( \

\I

(

对雄性唐鱼X=;的诱导

,HMÎ;FC-[3电泳检测''由图 ! 可知"雄

鱼暴露于 %8""# GXB.4\

$ k

k&%

'

XB.3

$

)$8$$A

GXB.4\

$ k

k&%

'

XB.3

$

)%8""# GXB.4\

$ k

k"%

'

XB.3

$

)$8$$A GXB.4\

$ k

k"%

'

XB.3

$

A 个联

合作用组 =)&A \后体内都合成了5MX"%8""# GXB

.4\

$ k

)$8$$A GXB.4\

$ k单组作用时"雄鱼体内

未检出5MX"而 &%

'

XB.3

$

)"%

'

XB.3

$

单独作用

=)&A \时可诱导雄鱼体内 5MX 的产生"表明它们

的联合作用效应可能主要取决于 3

$

的浓度( 此

外"由脂蛋白染色图可知"4\

$ k诱导唐鱼体内合

成了另一种未知蛋白"也能被苏丹黑 D染色"分

布在标准蛋白第 ! 条带附近"分子量明显小于

5MX"在4\

$ k诱导体外培养的剑尾鱼肝脏细胞时"

也有类似实验现象的报道*#+

(

图 +'R:

( \

\I

(

诱导的雄性唐鱼整体匀浆液电泳图谱

D1;&+'#.=1M3J$*NI.6.9?%1%<F=>3P><93/<:?

><2<;36.=3F0<2R:

( \

\I

(

=03.=3:2.93=7/0>)5->,.

= \".H:;7!%8""# GXB.4\

$

k&%

'

XB.3

$

% .H:;$!$8$$A

GXB.4\

$

k&%

'

XB.3

$

% .H:;!!%8""# GXB.4\

$

k"%

'

XB.

3

$

% .H:;A!$8$$A GXB.4\

$

k"%

'

XB.3

$

8

&A \".H:;"!%8""# GXB.4\

$

k&%

'

XB.3

$

% .H:;# $8$$A

GXB.4\

$

k&%

'

XB.3

$

% .H:;=!%8""# GXB.4\

$

k"%

'

XB.

3

$

% .H:;?!$8$$A GXB.4\

$

k"%

'

XB.3

$

8

''间接 3.01-方法检测''9值均大于 $8&"

结果呈阳性"表示4\

$ k与3

$

组合可诱导唐鱼 5MX

产生( 4\

$ k

k3

$

浓度组的 9值明显大于 ,Ck

3

$

"表明联合浓度组的雌激素效应主要受 3

$

浓度

的影响"另一种物质的作用效果不明显(

(&B' 6̀

( \

\I

(

对雄性唐鱼X=;的诱导

,HMÎ;FC-[3电泳检测''E:

$ k与 3

$

组合

的 A 个浓度组暴露 =)&A \ 后"与对照组相比"可

引起雄鱼体内 5MX 含量的上升"组内蛋白条带颜

色差异不明显"它们的联合作用效应与4\

$ k

k3

$

类似"也主要取决于3

$

#图 A$(

图 ,' 6̀

( \

\I

(

诱导的雄性唐鱼整体匀浆液电泳图谱

D1;&,'#.=1M3J$*NI.6.9?%1%<F=>3P><93/<:?

><2<;36.=3F0<2 6̀

( \

\I

(

=03.=3:2.93=7/0>)5->,.

= \".H:;7!$8%!= " GXB.E:

$

k&%

'

XB.3

$

% .H:;$!?8&"

GXB.E:

$ k

k&%

'

XB.3

$

% .H:;!!$8%!= " GXB.E:

$

k"%

'

XB.3

$

%.H:;A!?8&" GXB.E:

$ k

k"%

'

XB.3

$

8

&A \".H:;"!$8%!= " GXB.E:

$

k&%

'

XB.3

$

% .H:;#!?8&"

GXB.E:

$ k

k&%

'

XB.3

$

% .H:;=!$8%!= " GXB.E:

$

k"%

'

XB.3

$

% .H:;?!?8&" GXB.E:

$ k

k"%

'

XB.3

$

8

''间接3.01-方法检测''免疫实验检测结

果与电泳实验结果相同"9值大于 $8&"各联合浓

度组均不同程度的诱导了唐鱼5MX的合成(

(&H'#$\$RY#R:

( \

\ 6̀

( \

#R:

( \

\ 6̀

( \

\

#$#R:

( \

\̀ 6

( \

\$RY对雄性唐鱼X=;的诱导

,HMÎ;FC-[3电泳检测''唐鱼在上述几种

物质的联合作用下"暴露 =)&A \"整体匀浆液经

,HMÎ;FC-[3电泳)考马斯亮蓝和苏丹黑 D染色

后未检出5MX条带"电泳检测结果呈阴性(

间接 3.01-方法检测''$%%

'

XB.,Ck

#%%

'

XB.C4D)$%%

'

XB.,Ck!%%

'

XB.C4D&A

\检出结果呈阳性"= \ 检出结果为可疑"其余浓

度组的检出结果均为阴性(

!'讨论

+&!'使用#.=1M3J$*NI电泳技术检测雄性唐鱼

体内X=;的可行性

卵黄蛋白原是内分泌扰乱化学物质筛选的理

想生物标记物"广泛应用于检测)衡量各种潜在内

分泌干扰物质的雌激素效应( 常用的5MX 测定方

(!&
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# 期 杨丽丽"等!雌二醇)壬基酚)多氯联苯)镉和锌及其混合物对唐鱼的雌激素效应比较 ''

法有酶联免疫吸附试验 #3.01-$)放免试验

#+-$和免疫印记法#a;SM;U:FK76MMI:X$"这些方法

的特异性较高"但操作复杂)成本高*= <?+

( 相比之

下"常规聚丙烯酰胺凝胶电泳#,HMÎ;FC-[3$和

1@1聚丙烯酰胺凝胶电泳#1@1FC-[3$这两种方

法操作简便)成本较低*!+

( 如果已知目标条带在

电泳图谱上的相对位置"可直接运用这两种方法

鉴别"如果对目标蛋白性质不了解"单独使用电泳

方法就无法准确定位蛋白"另外对于一些性质不

稳定"容易降解的蛋白"仅用电泳条带的位置来鉴

别蛋白是否存在"会产生一些误差"需要其它辅助

方法来进行校正"提高准确度(

卵黄蛋白原富含磷酸)脂和糖基团"根据卵黄

蛋白原的这一性质"在常规聚丙烯酰胺凝胶电泳

后"只要再进行蛋白质的糖)脂)磷染色"就可以确

定卵黄原蛋白在电泳图谱上的位置"还可以进一

步分析蛋白含量( 这种鉴别方法已在金鱼

# A/(/..&-. /-(/+-.$

*>+

) 真 鲷 # !/F().)1-.

1/<)($

*#+

)孔雀鱼 #N&*>)*)(-.>,00,(&$

*&%+

)剑尾

鱼*&&+和唐鱼*&$+卵黄蛋白原的性质分析和纯化鉴

定实验中运用比较成熟( 已知唐鱼的5MX 分子量

是 AA% b9"使用高分子量标准蛋白做 RHUb;U时"

与R$ 在同一水平位置"而且在 Aj h&"j的

,HMÎ;FC-[3梯度胶中"唐鱼的整体匀浆液中处

于这一位置的蛋白只有 5MX"但 5MX 受热容易降

解"降解产物与 .̂ 条带的位置接近"因此鉴别时

需要辅以蛋白特异染色的方法*$+

( 在高分子量

标准蛋白的第二条带附近能被脂)磷或糖蛋白任

何一种特异染色的也只有 5MX 及其降解产物*$+

"

因此本实验只选取了脂蛋白特异染色辅助

,HMÎ;FC-[3电泳鉴别雄性唐鱼体内的5MX"在不

影响实验结果准确性的前提下简化检测方法(

+&('间接IZ["*方法用于定性分析的结果记录

3.01-是检测5MX最常用的方法"其基本原理

是利用酶标记的抗原或抗体"在固相载体上进行抗

原或抗体的测定"常用的有间接法)双抗体#夹心$

法和抗原竞争法*&!+

( 本实验探索利用间接3.01-

实验定性分析唐鱼体内是否有 5MX 诱导产生(

3.01-的定性结果可以用肉眼观察颜色的深浅做

出判断"目视标本无色或近于无色者判为阴性"显

色清晰者为阳性"目视法简捷明了( 也可以用分光

光度计做精确测定"先读出标本)阳性对照和阴性

对照的吸光值"然后进行计算"记录结果(

3.01-结果记录可采用下列 A 种方法!#&$

& k'或& <'!所有超过规定的)@值的标本均为

阳性( 此规定的 )@值是阴性标本的上限"根据

事先测定大量阴性标本取得( 或者以一组阴性标

本)@平均值加 $ h! 个标准差作为阳性阈值(

用此法判断结果要求实验条件十分恒定"试剂的

制备必须标准化"阳性和阴性的对照品应符合一

定的规格%#$$ 直接以)@值来表示!)@值越大"

阳性反应越强( 但此数值是在固定实验条件下得

到的结果"而且每次实验都要有参考标本做对照%

#!$ 以终点滴度表示!将标本做连续稀释"最高稀

释度能出现阳性反应者即为该标本的滴度%#A$

以比值表示!在实验条件较难保证恒定的情况下"

这种判断法较为合适( 在得出标本和阴性对照的

-值后"计算比值( 本实验选择比值法记录结果(

+&+'!B

!

J雌二醇#壬基酚#多氯联苯#R:

( \

# 6̀

( \

及其混合物对唐鱼的雌激素效应比较

,HMÎ;FC-[3实验发现高浓度的 3

$

= \ 即可

诱导唐鱼卵黄蛋白原的合成"诱导作用效果随暴露

时间的延长而增强"具有时间积累效应"并与暴露

浓度正相关( 间接 3.01-方法检测结果显示"中

低浓度的 3

$

暴露 =)&A \ 基本也都引起 5MX 的合

成"表明3

$

对唐鱼有十分强烈的雌激素效应( 与

之相比"壬基酚)多氯联苯)4\

$ k

)E:

$ k对唐鱼的雌

激素效应较小",HMÎ;FC-[3实验未显示明显的

5MX条带"这除了与暴露药物有关"与暴露实验方

式)受试生物的种类也有密切联系( )̀+1[--+@

等*&A+研究了妊娠期的雌鱼暴露于雌激素类化学物

壬基酚#,C$"发现暴露与血浆 5MX 水平之间具有

剂量依赖性关系( )̀+@31等*&!+研究了雌激素对

雄性
!

鱼原代培养肝细胞的5MX 诱导合成"用药 #

\后就能检测出 5MX 合成"且能维持 & 个月以上(

E:

$ k不在明确提到的内分泌干扰物名单之内"但

R-+P0,等*&"+的研究表明"& %%% 和 ! %%%

'

XB.

的E:

$ k能诱导克氏原螯虾体内的5MX 含量上升并

造成组织病理学的损伤(

本实验结果显示不同浓度的 ,C与较低浓度

的3

$

联合雌激素效应强于单一毒物各自的雌激

素效应)二者表现为协同促进作用"表明在强雌激

素活性物质的存在下"弱雌激素活性物质对混合

物的雌激素活性也有一定贡献( 这与其它学者的

研究结果一致"吕雪飞等*&#+研究了3

$

与,C混合

物对雄性泥鳅的雌激素效应"发现这两种物质的

)!&
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联合诱导能力显著高于单一化合物"且混合物对

5MX的诱导量高于两种物质分别作用时 5MX 诱导

量的简单加和( 类似的协同作用效应在其他药物

中也有报道" 1*RCP3+

*&=+ 用 )C) ,C) @@P)

DC-) -U6\6U&$$& 处 理 虹 鳟 # "=')(>?='>-.

1?@&..$肝细胞"发现 5MX 的水平明显比相同条件

下同浓度单一化合物刺激时高( 4\

$ k

)E:

$ k与较

高浓度的 3

$

联合作用于唐鱼"都能诱导 5MX 产

生"与同浓度的 4\

$ k

)E:

$ k单独作用效果不同"

3.01-定性分析表明"联合作用效果更接近于 3

$

单独作用时的效果"表明这两种重金属与 3

$

的联

合雌激素效应主要依赖于 3

$

的浓度"很可能是因

为,C的雌激素活性仅相当于 3

$

的 &%

<"倍"C4D

稍低一些"重金属的雌激素效应更低"因此它们与

3

$

组合后"联合作用效果受 3

$

影响更大( 因此"

环境雌激素的协同作用不仅表现在与雌激素受体

结合的亲和力提高"也表现在雌激素所调节的生

物反应活性提高*&?+

( 同时"一些环境雌激素与受

体结合时"他们之间的协同作用会因组合不同而

产生不同的作用"即使环境雌激素的浓度较低"也

可能绕过血液的自我保护而与受体结合"还有些

环境雌激素并不直接与受体结合"但对内源雌激

素也可产生影响"具体作用机制有待作深入探讨(
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;SMHK7ISZ KI6ĤHI7HKI7IMV 6W4\ H:\ E: HWM;UHGI:I:X

SNI77*(+83:^IU6:G;:MH7R6:IM6UI:X H:\ -SS;SSG;:M"

$%%#"&&#!&#> <&?A8

*&#+'吕雪飞"周群芳"宋茂勇"等8&=

!

F雌二醇)壬基酚

及其混合物对雄性泥鳅的雌激素效应*(+8科学通

报"$%%=""$#&?$!$&$$ <$&$#8

*&=+'1*RCP3+(C" ()D.0,[ 185IM;776X;:;SISHSH

KI6GHUb;UW6U;SMU6X;:IOO6:MHGI:HMI6: 6WMZ;Hi9HMIO

;:^IU6:G;:M*(+83:^IU6:G;:MH72;H7MZ C;USN;OMÎ;S"
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