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摘  要  将斑马鱼胚胎于 0Lg# l- 1 (空白对照 ), 5Lg# l- 1, 16Lg# l- 1和 50Lg# l- 1全氟辛烷磺化物

( PFOS)溶液中暴露染毒 5h, 采用变性高效液相色谱方法对 PCR扩增的含斑马鱼胚胎 p53基因外显子 7的

173 bp的目标片段进行突变分析. 结果显示, 16Lg# l- 1和 50Lg# l- 1两个处理组与对照组相比均有显著性

差异, 表明 PFOS可以诱导斑马鱼胚胎 p53基因外显子 7的点突变.
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  全氟辛烷磺化物 ( PFOS)可以在有机生物体内聚积, 水生生物对 PFOS有较强的富积作用. 水中

的 PFOS通过水生生物的富积作用和食物链向包括人类在内的高位生物转移
[ 1]
. 研究人员对 PFOS的

遗传毒性进行了广泛的研究, 研究结果表明水生生物尤其是鱼类由于对致癌物敏感, 而且可以直接指

示水环境中存在的致癌物, 是一种理想的用来进行致癌物检测和筛选的模式系统
[ 2, 3]

. 相对于成年斑

马鱼, 其胚胎具有一些独特的优点: 胚胎体外发育, 并且透明, 易于观察; 斑马鱼胚胎对有害物质相

对于成鱼更加敏感; 发生的基因突变易保留, 并可进行发育毒性研究.

  本文以斑马鱼胚胎 p53基因为目标功能基因, 通过变性高效液相色谱 ( DHPLC )方法, 研究低剂

量 PFOS对鱼类 DNA功能基因的损伤, 从分子水平上分析和验证 PFOS的致点突变性.

1 实验部分

111 PFOS暴露染毒

  选择体格健壮、体表无伤的个体作为亲鱼. 将成年斑马鱼 (雌雄鱼数量比为 1B1)混合饲养在经生
物滤器过滤并充分曝气的水中, 水温 26 ? 1e , 光暗比 14 hB10 h. 当早上由暗转光时, 斑马鱼会产

卵, 收集斑马鱼胚胎用于暴露染毒试验.

  将 PFOS溶于 011% DMSO, 设 5Lg# l
- 1
, 16Lg# l

- 1
和 50Lg# l

- 1
3个 PFOS暴露浓度, 同时设置

空白对照, 将斑马鱼胚胎暴露染毒 5h.

112 斑马鱼胚胎基因组 DNA提取

  胚胎中加入 500Ll消化液, 于在 37e 水浴消化 5h, 每半小时震荡悬浮一次. 消化产物与同等体

积的平衡苯酚轻轻混合, 形成乳状, 以 4000g离心 10m in, 用大孔吸管移出水相, 再用同等体积的苯

酚 B氯仿 B异戊醇 ( 25B24B2 )抽提两次. 将水相转移到新的离心管中, 加入 1 /10体积的 3mol# l
- 1

N aOA c和 215倍体积的冰乙醇, 轻轻混合, 使 DNA沉淀下来, 室温下 3000 g离心 10m in. 沉淀用适

量 70%乙醇漂洗, 晾干, 在 TE缓冲液 ( 10mmo l# l
- 1

T ris-HC ,l 100mmo l# l
- 1
NaC ,l 100Lg# m l

- 1

DN ase- free NaseA, 1mmol# l
- 1
EDTA, pH 810) 中再悬浮, 于 37e 下培养 30 m in, 再用同等体积的

苯酚B氯仿B异戊醇抽提两次. 将水相转移到新的离心管中, 加入 1 /10体积的 3mo l# l
- 1
NaOA c和 215

倍体积的冰乙醇, 轻轻混合, 使 DNA沉淀下来, 室温下 3000 g离心 10m in. 沉淀用适量 70%乙醇漂

洗, 晾干, 溶于适量无菌水中.
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113 斑马鱼 p53基因片段扩增

  根据斑马鱼 p53基因全序列 ( GenBank number: NW _ 634667), 从中找出一个片段, 长 173 bp,

包含了 p53基因的外显子 7, 以它为目标片段, 设计引物 (由上海英俊生物技术有限公司合成 ), 以提

取的基因组 DNA为模版进行 PCR扩增 (图 1) . 正向引物为: 5. -GTTTAACAGTCACATTTTCCT-3. , 反

向引物为: 5.-ACAAGAGGAGGAATCAAATA-3. . PCR参数为: 95e 起始变性 1 m in, 94e 变性 40 s,

52e 退火 30 s, 72e 延伸 30 s, 循环 30次, 最后在 72e 延伸 10m in. 取 1 L l PCR产物于 1%琼脂糖

凝胶电泳检测.

图 1 斑马鱼 p53基因结构及扩增目标片段图

Fig11 The Structure o f Zebrafish p53 gene and sequence of the 173 bp genom ic fragment w ith pr imers used in PCR underlined

114 分子亚克隆与阳性克隆鉴定

  分子亚克隆: 将纯化后的 PCR产物与 PMD18-T载体在 4e 下连接过夜, 连接反应体系 ( 10 Ll)

中包含 50ng# L l
- 1
PMD18-T载体 015 L,l 高效连接液 I 5 L ,l PCR纯化产物 415 L ,l 将 10 L l连接产

物加入 100 L l大肠杆菌感受态细胞中, 冰上放置 30 m in; 在 42e 水浴中热激 60 s, 然后重新放在冰

上 2 m in; 加入 125 Ll SOC培养基, 37e 振摇 ( 200 r# m in
- 1

)培养 45 m in; 涂布 lB+ ampic illin平板,

37e 培养过夜.

  阳性克隆鉴定: 挑取 lB+ amp icillin平板上的白色克隆, 接种入 115 m l lB + ampicillin液体培养

基中, 37e 振摇 ( 200 r# m in
- 1

) 培养 6 h; 以 12000 g离心 2m in, 移去上清液 (留 100 Ll菌液加入

80%灭菌甘油 ( 1B1), - 80e 保种 ); 用 40 Ll 1 @ STE缓冲再悬浮菌体, 加入 40 L l苯酚B氯仿 ( 1B1)

溶液振荡抽提; 12000 g离心 2 m in, 直接用上清液做阳性克隆的 PCR鉴定. 如果克隆成功, 则用外

显子 7的引物可以扩增出特异性的条带.

115 高效变性液相色谱 ( DHPLC )分析

  以筛选到的插入目标片段的阳性克隆为模版, 重新进行 PCR扩增目标片段. 每 4个 PCR产物为

一组, 等比混合, PCR混合产物进行缓慢变性, 条件为 95e 起始变性 5m in, 9415e 变性 20 s, 以后

每 20s一个循环降低 015e , 缓慢降温到 25e , 以形成同源和异源双链 DNA分子混合物.

  将 PCR样品放入 DHPLC进样室, 输入被检测片段的序列. 设定每次进样 8 L ,l 注入 DNA Sep检

测柱内. 根据本实验室之前的研究确定该片段的最优化检测条件, 选择检测柱温 60e . 如果 DHPLC

峰型图谱显示, 在混合样品中有异源双链存在, 4个样品将分别与标准片段的 PCR样品混合, 再次进

行 DHPLC分析, 以确定发生目标片段基因突变的阳性克隆.

  实验结果用 Spss软件进行独立 t检验统计分析.

2 结果与讨论

  DHPLC检测结果表明, 当检测样品中不存在突变位点时, DHPLC的峰型图谱显示为一个尖锐的

单峰 (图 2A ), 而含有突变成分的样品在 DHPLC图谱上出现两个或两个以上的峰型 (图 2B, C,
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D). 以斑马鱼胚胎基因组 DNA为模版扩增的 PCR产物中, 发现了不同序列的目标片段 (图 2B, C,

D) , 在检测的 1230个阳性克隆子的 PCR产物中, 81个被 DHPLC检测到了碱基突变 (表 1)

图 2 DH PLC筛查突变峰型图

F ig1 2 DHPLC ana ly sis show ing w hether hetro-dup lexuesm o lecu les w ere present

表 1 斑马鱼胚胎 p53基因外显子 7片段的 DH PLC筛查突变克隆数

Tab le 1 Number of m utated m olecu les in zebrafish p53 gene exon 7 detected by DH PLC

PFOS暴露浓度 /Lg# l- 1 斑马鱼胚胎编号 筛查克隆数 DHPLC检测突变克隆数 突变率 /%

A0 96 3 3113

0 B0 104 3 2188

C0 107 6 5161

Subtotal 307 12 3191

A1 113 6 5131

B1 98 6 6112
5

C1 115 3 2161

Subtotal 326 15 4160

A2 110 10 9109

B2 108 8 7141
16

C2 106 9 8149

Subtotal 324 27 8133

A3 95 10 10153

B3 94 8 8151
50

C3 84 9 10171

Subtotal 273 27 9189

  由表 1可见, 在 50Lg# l
- 1
, 16Lg# l

- 1
和 5Lg# l

- 1
浓度 PFOS暴露组中, 分别筛选了 273, 324和

326个插入目标片段的阳性克隆进行点突变筛查, 经 DHPLC检测得到的突变克隆数目为 27, 27和

15; 而在空白对照组 ( 0Lg# l
- 1

) 筛查的 307个阳性克隆中, 只有 12个检测到了突变. 50Lg# l
- 1
,
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16Lg# l
- 1
, 5Lg# l

- 1
和空白对照组中, 克隆突变率分别为 9189% ? 1122%, 8133% ? 0185%, 4160%

? 1184% 和 3191% ? 1151%. 统计学分析结果表明, 50Lg# l
- 1
和 16Lg# l

- 1
PFOS处理组的克隆突变

率与空白对照组的克隆突变率有显著性差异 (p = 01006和 p= 01011) , 5 Lg# l
- 1

PFOS处理组的克隆

突变率与空白对照组的克隆突变率没有显著性差异 (p = 01588); 在三个暴露浓度之间, 50Lg# l
- 1
和

16Lg# l
- 1

PFOS处理组的克隆突变率与 510Lg# l
- 1

PFOS处理组的克隆突变率具有显著性差异 ( p <

0105) .
  含外显子 7的斑马鱼 p53基因样本片段的 DHPLC突变检测分析表明

[ 4]
, 通过克隆测序方法检测

出的点突变, 用 DHPLC同样可以检出, 并摸索到了 DHPLC检测该片段突变的最优化条件. 本实验在

此基础上, 利用 DHPLC大通量筛查 PFOS诱导的基因点突变.

  目前, PFOS已经在全球范围内的许多环境介质和人体、动物体中广泛存在. 在 O lsen的研究中,

PFOS在男性受测者血清中的平均浓度为 1812 ng# m l
- 1
, 女性为 1712 ng# m l

- 1
, 而肝脏中男女平均

浓度则分别为 1912 ng# g
- 1
和 1814 ng# g

- 1 [ 5]
. 遗传毒性研究认为, PFOS无致突变作用和染色体畸

变作用, 而我们的研究则显示, 50 Lg# l
- 1
和 16Lg# l

- 1
PFOS处理组的克隆突变率显著高于空白对照

组的克隆突变率.

  另外, PFOS暴露同大多数癌症的死亡率无显著相关
[ 6 ]
. 暴露于高浓度 PFOS下工作最少一年的

男性工人的膀胱癌死亡率却有显著提高. 而最近的研究却不能为膀胱癌和 PFOS暴露之间的联系提供

支持
[ 7]
. 因此, 由于样本的有限性, 我们还不能就 PFOS的暴露同癌症的关系作出判断. 抑癌基因

p53是迄今为止发现的与人类肿瘤相关性最高的基因, 人类 50%肿瘤与 p53基因突变有关
[ 8]
. 因此,

研究 p53基因突变对于研究 PFOS的遗传毒性具有重要意义.

  大部分化学物质的致突变及致癌过程是非常复杂的, 涉及大量基因和相关通路
[ 9]
. 在对生物体内

繁多的生化反应和生理过程尚没有完全了解的情况下, 要阐明毒物的致突变和致癌机制是相当困难

的. 外来化合物作用于组织 DNA后, 导致 DNA损伤, 但这时 DNA结构的改变并不是真正的基因型

突变, 而是 /前突变0. 前突变形成之后, 经过细胞的修复, DNA恢复到原来的正常结构. 只有少数

在进一步复制过程中按诱变机理转变为突变状态, 即只有当修复无效或修复中出现错误时才表现突变

或个体的死亡. 点突变是导致遗传性疾病的重要原因之一, 已证明许多疾病就是由于基因的点突变造

成的, 点突变往往造成表达蛋白质氨基酸序列的紊乱, 使得表达蛋白失去原有的功能, 造成功能障

碍. 本研究的结果表明, 16Lg# l
- 1
浓度的 PFOS暴露就能诱导斑马鱼胚胎的 p53基因外显子 7片段发

生碱基突变, 揭示了 PFOS具有潜在的致癌性, 其致癌机理可能与其诱导功能基因突变有关.
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ABSTRACT

  Perfluorooctane su lfonate ( PFOS) levels in nonoccupat iona lma le and female donors were 1812 ng# m l
- 1

formale, 1712 ng# m l
- 1

for fema le in serum1 The research on PFOS s' genotox icity has been conducted, but

w he ther it can be invo lved in inducing po intmutat ions in genome is unknown1 To determ ine the genotox ic ity of

PFOS on vertebrate, w e first treated zebrafish embryos w ith PFOS for 5 hours at 0 ( contro l) , 5, 16 and 50

Lg# l
- 1
, respective ly, to determ ine whether PFOS could be involved in inducing po intmu tations1 Employ ing

denaturing h igh-performance liqu id chromatography ana lysis, w e demonstrated that exposure of PFOS to

zebrafish embryos at a concentration as low as 16 Lg# l
- 1

for 5 hours elevates po intmutat ion rate in p53 gene1
  Keywords: perfluorooctane sulfonate, pointmutat ion, zebraf ish embryos, p53 gene.
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