
文章编号: 1000- 0615( 2004) 03- 0236- 05

收稿日期: 2003�03�31

资助项目:国家自然科学基金青年科学基金(30200211)和国家 973项目( 2002CB412405)联合资助

作者简介:邴 � 欣( 1977- ) ,男,黑龙江哈尔滨人,博士研究生,主要从事环境内分泌扰乱化学物质研究

通讯作者:汝少国( 1967- ) ,男,山东平阴人,博士,教授,主要从事海洋污染生态学研究。Tel: 0532 - 2031962, E�mail: rusg@ public. qd.

sd. cn

17�- 雌二醇对雄性金鱼卵黄原蛋白的诱导作用
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摘要:采用腹腔注射 17�- 雌二醇的方法诱导雄性金鱼卵黄原蛋白产生 ,注射浓度为 0. 05 mg�g- 1BW,诱导 2 周后

取尾静脉血,离心分离血浆, 进行血浆常规聚丙烯酰胺凝胶电泳, 通过对卵黄原蛋白特性基团磷、脂和糖蛋白的染

色,确定了卵黄原蛋白在电泳图谱上的位置,开发了一种简便、高效的定性卵黄原蛋白的聚丙烯酰胺凝胶电泳法。

电泳结果表明,在 0. 05 mg�g- 1 BW的注射浓度下, 2 周后 17�- 雌二醇诱导了雄性金鱼卵黄原蛋白产生, 并通过

EL ISA检测卵黄原蛋白的平均含量为 690. 2 ng�mL- 1, 与对照组雄性金鱼平均含量为 10. 7 ng�mL - 1的差异极显著

(P < 0. 01) ,比雌性对照组检出量 285. 5 ng�mL- 1高 1 倍多; 17�- 雌二醇诱导组雄鱼血浆钙离子和血总蛋白含量

明显增加。
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The identification of vitellogenin induction by

17�- estradiol in male Carassius auratus

BING Xin1, RU Shao�guo1, ISODA Hiroko2, JIANG Ming1, WANG Wei1, WANG Shi�hong1

(1. College of Marine Lif e Sciences , Ocean University of China, Qingda � 266003, China ;

2. Institute of Agricultural and Forest Engineering, University of Tsukuba, Tsukuba � 305, Japan)

Abstract: The vitellogenin of male goldf ish ( Carassius auratus ) was induced by intraperitoneal injection of 0. 05

mg�g- 1
BW of 17��estradiol dissolved in ethanol. After two weeks induction, the blood was collected from caudal

vessel, then centrifuged at 8 000 r�min
- 1

for 5 min. After plasma native�PAGE, the gel was stained with the

method of CBB G250�, phospho�, lipo� and glyco�staining respectively. the location of vitellogenin in the gel was

identified. This method provides a practical and ef fective way of vitellogenin identif ication. The result of native�
PAGE showed that, after the injection of 0. 05 mg�g - 1 BW of 17��estradiol for two weeks, the male fish can

synthesize vitellogenin. The vitellogenin average content in E2 group was 690. 2 ng�mL
- 1

by ELISA, it was

signif icant ly different from male control group( P< 0. 01) , whose average content was 10. 7 ng�mL
- 1

, and it was

also much higher than that of the female control group, who se average content was 285. 5 ng�mL
- 1

. Compared

w ith control male group, the Ca2+ and plasma total protein content of the E2 exposed male group was increased

signif icant ly. In control group, the Ca2+ contents in plasma of male and female control groups were 1. 6 mmol�L - 1

and 1. 7 mmol�L- 1, respectively. After two�weeks treatment of E2, Ca2+ content of male groups was 50% higher
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than that of male contro l group, which was 2. 3 mmol�L - 1
. The contents of total protein in the control male and

female groups were 3253. 1 mg�L - 1 and 7071. 0 mg�L- 1, respectively. After two�weeks treatment of E2, the total

protein content in plasma was 9616. 6 mg�L- 1, which is 3�folder higher than that of the control male group. So E2

not only can induce male goldf ish to synthesize vitellogenin but also can alter the physical index of f ish plasma.

Key words: Carassius auratus; 17��estradiol; vitellogenin

� � 鱼类卵黄原蛋白( vitellogenin, Vg)是卵黄蛋白

的前体,是卵黄形成期雌激素刺激下由肝脏合成的

一 种 大 分 子 量 的 磷 酸 脂 糖 蛋 白

( phospholipoglycoprotein) , 通过血液运输到发育的

卵巢中,被卵巢吸收,作为胚胎发育的营养源[ 1] ,它

是雌鱼的特异性蛋白。但是由于雄鱼的肝脏中也

有卵黄原蛋白基因, 因而雌激素也能诱导雄鱼肝脏

合成和分泌卵黄原蛋白[ 2]。除雌激素外,具有雌激

素活性的内分泌扰乱化学物质 ( environmental

disrupt ing chemicals, EDCs)也可以诱导雄鱼卵黄原

蛋白的产生,因而卵黄原蛋白已成为内分泌扰乱化

学物质筛选的理想生物标记物[ 3]。卵黄原蛋白作

为生物标记物的基础是目前能够成功地定性和定

量卵黄原蛋白, 特异性强的方法有: 放射免疫测定

法、酶联免疫吸附法 ( ELISA ) 和免疫印记法

(Western�blot) , 但这几种方法都需要抗原抗体的纯

化,因而操作复杂且成本高。从操作的复杂性和成

本考虑, 常规聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( native�PAGE)

和 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS�PAGE)两种方

法更易操作且更经济,但这两种方法的结果都不能

准确地对卵黄原蛋白定性。由于卵黄原蛋白富含

磷酸、脂和糖基团, 作者根据卵黄原蛋白的这个性

质,在常规聚丙烯酰胺凝胶电泳后, 分别进行蛋白

质、磷、脂和糖染色, 通过比较确定了卵黄原蛋白在

蛋白图谱上的位置,并结合 ELISA 法检测了卵黄

原蛋白在血浆中的含量。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验药品与仪器

17�- 雌二醇( 17�- estradiol, E2)购自 Sigma公

司( 98%纯度, 美国) ,丙烯酰胺和甲叉丙烯酰胺购

自Fluka公司(电泳级, 瑞士) ; 卵黄原蛋白测定试

剂盒购自 Trans Genic 公司(日本) ; 钙离子测定试

剂盒(甲基百里酚蓝比色法)和蛋白标准品( 50g�

L
- 1

)为南京建成生物工程研究所生产; 其余药品

皆为国产化学纯。分光光度计为UNICO公司产品

(美国) ;酶标仪为芬兰Labsystem公司产品( Version

4. 0型) ;电泳槽为北京六一仪器厂 CYY- �型。

1. 2 � 实验材料

金鱼( Carassius auratus )购自青岛南山花鸟鱼

市场,于中国海洋大学海洋生态毒理实验室驯养 2

周后进行卵黄原蛋白诱导实验。金鱼体长 7. 78 �

0. 67 cm, 体重 18. 46 � 3. 82 g。

1. 3 � 卵黄原蛋白诱导实验

实验采用 70 L 玻璃水族箱,实验用水为连续

曝气 24 h的自来水, 每个水族箱加入曝气后的自

来水 50 L,投雄鱼 20尾, E2注射量为 0. 05 mg�g- 1

BW,采用腹腔注射方式( 100%酒精配制) , 注射一

次,同时设雄鱼和雌鱼对照组, 对照组注射相应量

的酒精。采用剖腹探察生殖腺的方法最终确定金

鱼的性别。

实验过程中每天换水 20L,投喂 0. 5 g 干饲料,

连续充气, 水温 16 � 2 � , 溶解氧 7. 0 � 0. 1 mg�
L- 1, pH 7. 6 � 0. 2。2周后,用 1%肝素润洗的1 mL

玻璃注射器从尾静脉取血,每组取 3尾鱼, 血样迅

速离心 ( 8000 r�min
- 1

, 5 min) , 取上层血浆- 80 �
保存备用。为了防止卵黄原蛋白分解,所有实验在

1周内完成。

1. 4 � 卵黄原蛋白常规聚丙烯酰胺凝胶电泳及染色
常规聚丙烯酰胺凝胶电泳采用 4%浓缩胶和

7. 5%分离胶,电压 400V,电泳时间 4 h 左右, 上样

量30 �L。蛋白质的考马斯亮蓝染色采用江南

等
[ 4]
的方法, 糖蛋白染色采用Zaccharias

[ 5]
的方法;

脂蛋白染色采用 Prat[ 6] 的方法; 磷蛋白染色采用

Cutting
[ 7]
的方法, 因为在该染色方法中用到硝酸,

因而引起凝胶的收缩,所以导致在磷蛋白染色中卵

黄原蛋白带在位置上的差异,为了便于观察, 把磷

蛋白染色的照片向下移动,使卵黄原蛋白带处于同

一位置上。

1. 5 � 卵黄原蛋白 ELISA测定

分别取对照组雄鱼、雌鱼和 E2 诱导组雄鱼血

浆样品,进行卵黄原蛋白 ELISA测定,测定方法按

照试剂盒说明进行, 每个样品均设 3个平行样, 进

行统计处理并进行显著性检验( t 检验)。
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1. 6 � 血浆钙离子测定
分别取对照组雄鱼、雌鱼和 E2 诱导组雄鱼血

浆样品,进行钙离子测定。测定方法按照试剂盒说

明书进行, 每个样品均设 5个平行样,进行统计处

理和显著性检验( t 检验)。

1. 7 � 血浆总蛋白含量测定

用福林酚法测定血浆总蛋白含量, 以蛋白标准

液作标准曲线,每个样品均设 5个平行样,测定650

nm 时的吸光度, 进行统计处理和显著性检验( t 检

验)。

2 � 结果与分析

2. 1 � 17�- 雌二醇(E2)对雄性金鱼卵黄原蛋白的
诱导作用

对对照组雄鱼、雌鱼和 E2 诱导组雄鱼血浆样

品进行了常规聚丙烯酰胺凝胶电泳,考马斯亮蓝染

色结果(图 1- a)表明对照组雌鱼和 E2 诱导组(图

1- b)均有 1条特异蛋白带,而对照组雄鱼没有这

条蛋白带。为了证明这条带就是卵黄原蛋白,我们

根据卵黄原蛋白富含磷酸、脂和糖基团的性质,对

对照组雄鱼、雌鱼和 E2 诱导组雄鱼血浆样品进行

了常规聚丙烯酰胺凝胶电泳, 并分别进行考马斯亮

蓝、磷、脂和糖染色, 经染色发现, 糖蛋白 (图 1-

c)、磷蛋白(图 1- d)和脂蛋白(图 1- e)都在蛋白

图谱的同一位置出现,没有发现可以被 3种染色方

法同时染色的其它蛋白带。根据以上电泳结果,可

以认定这一条蛋白带即为卵黄原蛋白。而且这条

带和雌性对照组在考马斯亮蓝染色的凝胶上的蛋

白带相对应。由此可见, 17�- 雌二醇( E2)能够诱

导雄性金鱼卵黄原蛋白的产生。

2. 2 � E2 对雄性金鱼血浆卵黄原蛋白含量的影响

常规聚丙烯酰胺凝胶电泳及染色结果表明

17�- 雌二醇能够诱导雄性金鱼卵黄原蛋白的产

生,同时采用ELISA法测定了对照组雄鱼、雌鱼和

E2诱导组雄鱼血浆样品卵黄原蛋白的含量,测定

结果表明在对照组雄性金鱼体内卵黄原蛋白平均

含量为 10. 7 ng�mL - 1, 雌性对照组为 285. 5 ng�
mL- 1, E2诱导组雄鱼为 690. 2 ng�mL- 1(图 2)。由

结果可见,对照组雄鱼卵黄原蛋白含量极少, 而 E2

诱导组雄鱼卵黄原蛋白含量很高, 和雄性对照组差

异极显著( P< 0. 01) , 是雌性对照组的平均含量的

1倍还多。

图 1� E2 诱导雄性金鱼血浆的聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

Fig . 1� The plasma profiles by native�PAGE electrophoresis of

male go ldfish treated with E2

a 考马斯亮蓝染色的雌性和雄性对照组; b考马斯亮蓝染色的E2

诱导组; c 糖染色的 E2 诱导组; d 磷染色的E2 诱导组; e 脂染色

的 E2 诱导组

a CBB G250 staining, female and male control group; b CBB G250

staining, E2 treated group; c glyco� staining, E2 treated group; d

phospho�staining, E2 treated group; e lipo�staining, E2 treated group

图 2 � E2对雄性金鱼血浆卵黄原蛋白含量的影响

Fig. 2� The effect of E2 on vitellogenin content in

the plasma of male go ldfish

* * t 检验差异极显著P < 0. 01

* * t- test indicate extremely difference, P < 0. 01

2. 3 � E2对雄性金鱼血浆钙离子含量的影响

血浆钙离子测定结果(图 3)表明, 对照组雄鱼

血浆钙离子平均含量( 1. 6 mmol�L- 1)比雌鱼( 1. 7

mmol�L
- 1

)低, 然而经过 E2 处理两周之后雄鱼血
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浆钙离子平均含量为 2. 3 mmol�L
- 1

, 比雄鱼对照

组高 50%, 两者差异显著( P< 0. 05)。

图 3� E2对雄性金鱼血钙含量的影响

Fig. 3� The effect of E2 on Ca2+ content in

plasma of male goldfish

* t 检验差异显著P< 0. 05

* t- test indicate dif ference, P < 0. 05

2. 4 � E2对雄性金鱼血浆总蛋白含量的影响

对照组雄性金鱼和雌性金鱼血浆总蛋白含量

分别为 3253. 1 mg�L - 1和 7071. 0 mg�L - 1, 经过 E2

暴露两周之后雄鱼血浆总蛋白含量为 9616. 6 mg�
L - 1(图4) ,比对照组雄鱼高 3倍, 两者差异极显著

( P< 0. 01)。

图 4� E2对雄性金鱼血血浆总蛋白含量的影响

Fig. 4 � The effect of E2 on plasma

total protein content of male goldfish

* * t 检验差异极显著 P< 0. 01

* * t- test indicate extremely dif ference, P < 0. 01

3 � 讨论

雌激素特别是 17�- 雌二醇, 在雌性动物生

长、发育, 尤其在性发育和性调节、生殖行为等多方

面起到了重要的作用。已经有报道 E2 可以诱导多

种鱼类卵黄原蛋白的产生, 在 E2 处理过的莫桑比

克罗非鱼 ( Oreochromis mossambicus )
[ 8]和澳大利亚

罗非鱼 ( O. aureus )
[ 9] 以及尼罗罗非鱼 ( O.

niloticus )
[ 10]
等鱼类血浆中检测到了卵黄原蛋白的

存在。E2能够诱导鱼类卵黄原蛋白的产生, 主要

是由于 E2 可以与肝脏中的雌激素受体( estrogen

receptor, ER)结合, 形成受体蛋白复合物进入到细

胞核中, 结合到染色体上使卵黄原蛋白基因转录并

表达[ 1]。

从卵黄原蛋白的生物学特性看,卵黄原蛋白是

由两个亚单位构成的二聚体蛋白,一部分富含脂和

磷酸,另一部分则无脂[ 11]。本文根据鱼类卵黄原

蛋白含磷、脂和糖基团的特点,利用磷、脂和糖蛋白

的染色方法, 成功地利用常规聚丙烯酰胺凝胶电泳

法确定了卵黄原蛋白在蛋白图谱上的位置。Victor

等
[ 12]
从雌性金鱼血浆中也检测到了卵黄原蛋白,

从卵黄原蛋白的生物学特性看, 我们的结果和

Victor等的结果是一致的。Tyler 等[ 13]指出在雌激

素的诱导下, 鱼类血浆中的卵黄原蛋白的含量可以

放大 1000倍(由每毫升几十纳克放大到每毫升几

十微克)。而目前对卵黄原蛋白的定性和定量主要

采用基于抗原抗体反应发展起来的放射免疫测定、

ELISA和免疫印记等方法,这些方法对实验条件的

要求比较高, 而且花费大,实验程序繁琐,因为鱼种

间的差异对每一种鱼都要进行抗体的纯化,不适于

大规模的内分泌扰乱化学物质的筛选。本文利用

了卵黄原蛋白含有磷酸、脂和糖基团的特点, 对常

规聚丙烯酰胺凝胶电泳进行四种染色,这种方法可

以较为容易的确定卵黄原蛋白条带的位置,且重复

性好,无干扰,花费少,适用于利用卵黄原蛋白进行

大规模的内分泌扰乱化学物质的初步筛选。

此外, E2还可以引起雄性金鱼血浆 Ca
2+
和血

浆总蛋白含量的增加, 与李朝军等[ 14]用人工合成

雌激素苯甲酸雌二醇,诱导大阪鲫卵黄原蛋白合成

时观察到的血浆 Ca
2+
累积的现象一致。由于卵黄

原蛋白分子上结合了两个钙离子[ 15] ,因而 Ca2+ 在

血浆中含量的增加, 可能与卵黄原蛋白的累积有

关。卵黄原蛋白分子上除结合两个钙离子外,还结

合一个锌离子[ 5] ,因而其它重金属离子能够取代锌

离子和钙离子而结合到卵黄原蛋白上。在生殖活

跃的雌鱼体内,卵黄原蛋白在血浆中的含量大约为

总蛋白量的 20% [ 16] ,因而作为一个重要的脂库, 非

常适合作为脂溶性污染物的载体,可以富集大量的
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脂溶性污染物和重金属离子, 并转移到鱼卵中,影

响胚胎的发育、仔鱼的成活率,并最终影响种群的

数量。
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