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摘要: 运用斑马鱼基因芯片技术和实时定量 RT-PCR方法 ,从分子水平上研究了双酚 A ( BPA )对斑马鱼的毒性作用机制.试验

将受精后的斑马鱼胚胎在 015、11 5和 415 mg /L BPA暴露 8 d,基因芯片并经实时定量 RT-PCR验证检测出 50个特异基因表

达上调或下调、并呈显著的剂量-毒性效应 ( p < 0105). 这些差异表达基因的发现证明 BPA具有遗传毒性, 并且通过它们功能

和作用途径的分析, 可以为前期工作中观察到的生理毒性和代谢紊乱等机制研究提供支持.
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Abstrac t: The tox icity m echan ism o f bispheno lA ( BPA ) to zebra fish (Dan io rerio ) was studied in them o lecular leve,l by the me thod

o f zebrafish m icroarray and quan tita tive rea-l tim e reve rse transcription po lyme rase cha in reac tion ( qRT-PCR ) . Zebra fish embryos w ere

expo sed to 015, 11 5 and 41 5 m g /L BPA for 8 day s s ince fertilization. The resu lts from m icroarray and va lida ted by qRT-PCR show ed

tha t, 50 specific genes we re up-or down- regulated, and dose-responses for them were sign ifican t ( p < 01 05). Th is study demonstra tes the

geno tox ic ity of BPA. M oreove r, acco rd ing to the ir func tion and pathw ay ana lysis, it cou ld support the m echanism s fo r them orpholog ica l

tox ic ity and m etabo lize turbulence observed in prophase study.
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  现代高通量分子生物技术的发展为环境污染物

毒性机制研究提供了契机
[ 1, 2 ]

. 环境毒理学中常用

的标准生物模式种斑马鱼有 25条染色体,基因全长

117GB,有 100 000个基因, 基因的保守性与人类基

因组相比约为 60% . 20世纪 90年代初斑马鱼开始

被用于混合化学物的急、慢性毒性检测
[ 3 ]
.近年来,

斑马鱼基因芯片技术应用于毒理学研究已逐渐成为

该领域的热点
[ 4~ 6]

. 分子对不同毒性物质的反应将

诱导很多对毒性产生响应的指示基因表达上的变

化,同时一套基因表达对一类特殊化合物的响应是

特定的
[ 7]
.因此, 利用斑马鱼基因芯片技术研究特

定类别环境污染物的毒性作用机制, 可以为人类安

全健康评价提供分子水平的科学依据.

环境 内 分 泌 干 扰 物 ( endocr ine d isrupt ing

chem icals, EDCs)所引起的危害在我国也日益受到

重视
[ 8]
, 国家环境保护 /十一五 0科技规划已经把环

境内分泌干扰物的机制研究作为重要的攻关科技项

目. 双酚 A ( C15H16O2, BPA )作为一种生产聚碳酸

( PC )树脂和环氧树脂 ( EP)的主要有机化工原料,

已经被证实为典型的环境内分泌干扰物质
[ 9, 10]

. 国

内外研究证明 BPA能够转化成 DNA加合物, 具有

潜在的遗传毒性和胚胎毒性
[ 11, 12]

.

BPA广泛存在于生产过程中产生的工业废水、

生活污水以及污泥中. BPA制品在使用过程中其单

体的溶出也是环境中 BPA的来源之一
[ 13 ]

. 例如婴

儿奶瓶、微波炉饭盒及其它许多食品饮料的包装材

料在高温加热灭菌中会有 BPA溶出
[ 14 ]

. 环境中

BPA 大 都以 低 浓度 长 期暴 露. US EPA ( US

Env ironmenta lProtection Agency)规定
[ 15]
人体安全摄
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食 BPA的量为 50 Lg# ( kg# d)
- 1
,假设 60 kg的人

每天饮用 2 L水, 则饮用水中 BPA的安全浓度为

115mg /L.对于这个 /安全标准0国内外很多科学工
作者提出了质疑

[ 16~ 19 ]
.

本研究将受精后的斑马鱼胚胎在 015、115和
415mg /L BPA暴露 8 d, 通过斑马鱼基因芯片技术

从整体水平上系统的阐述低剂量环境污染物对生物

体的毒性效应,进一步补充和证实了 BPA的致毒机

制,并可为环境内分泌干扰物对水生生物的毒性风

险评价提供技术框架.

1 材料与方法

111 试验生物

实验室自养成年斑马鱼 (雌雄比 1B2)饲养于水
族箱中, 每日喂食活虾芽苗 ( br ine shrimps, W orld

A quafeeds, USA )一次, ( 26 ? 1) e 、光照 /黑暗周期

( 14 /10)条件下控制培养 1个月开始收集鱼卵. 饲

养用水经生物过滤器过滤并充分曝气, pH 值保持

810左右.

112 试剂

双酚 A购自 S igma-A ldrich公司 ( USA ), 优级

纯.称取一定量 BPA粉末溶于培养液 (双蒸水配置

的 60mg /L海盐溶液 )中, 加入少量无水乙醇助溶

(实际染毒溶液中乙醇的浓度不超过 0101% ), 配制

好的 10 mg /L BPA溶液作为储备液待用.

113 暴露

试验设置了空白试剂对照组、015、115和 415
mg /L BPA暴露组.每组挑选出完整健康的鱼卵 50

枚,置于直径 10 cm的表面皿中,用胶头滴管小心吸

干残留的水分, 再加入 BPA溶液 50mL,置于光照培

养箱中培养,每日更新 2 /3体积的溶液, 暴露 8 d后

取出.

114 RNA提取

利 用 T rizo l ( Inv itrogen L ife Techno log ies,

Carlsbad, CA, US)方法从 50条发育 8 d的仔鱼中提

取 RNA,测定样品在 260、280和 230 nm的吸收值,

确定 RNA的浓度和质量. RNA的质量要求 D 260 /

D 280 > 119和 D 260 /D 230 > 118.采用 1%的琼脂糖凝胶

以 015 @ TBE为电泳缓冲液, 60 V下电泳检验 RNA

质量. 每个样品设 6个平行, 提取的 RNA一部分用

于斑马鱼芯片分析, 另一部分用于实时定量 RT-

PCR分析.

115 斑马鱼基因芯片

研究所用斑马鱼芯片含有总共 22 000个寡核苷

酸 ( 65mer)片段, 包括基因库 ( GenBank)从斑马鱼

的 mRNA和表达序列标签 ( Est)发现的全部基因.

其中 16 400个探针由 Compugen (USA )公司设计, 其

余的由新加坡基因组研究所 ( Genome Institute o f

S ingapore, G IS) 设计,芯片合成由 G IS完成.

按照 Am inoally-l dUTP ( S igma-A ldrich, USA )方

法将 10 Lg上述总 RNA反转录成 cDNA. 用荧光染

料 Cy3 ( Amersham, U SA)标记 referenceRNA, 用 Cy5

( Amersham, U SA)标记各组样品 RNA, 与上述基因

芯片进行 16 h过夜杂交 (MAU I, USA ). 杂交技术后

清洗, 用 GeneP ix 4000B 芯 片 扫 描 仪 ( Axon

Instrum ents, USA )对杂交结果进行扫描,用 G enePix

Pro 410图形分析软件 ( Axon Instruments, USA )进行

分析,用 low ess算法将数据进行标准化. Cy5 /Cy3的

比值 > 2或 < 015认为基因表现出显著差异. 所得数

据与 mAbd数据库和 Gene Onto logy数据库进行比

对. 设计引物, 用实时定量 RT-PCR对所发现的 30%

的 marker gene进行验证.

116 实时定量 RT-PCR

取 3 Lg上述总 RNA, 按照常规方法反转录成

cDNA ( Inv itrogen, USA ), 用于实时定量 RT-PCR分

析. 引物设计采用 Prim er Prem ier 510软件, 详细资

料如表 1所示.

利用 L ightCycle 480 ( RocheApp lied Science)设

备及配备的试剂盒 ( Roche Applied Sc ience)进行实

时定量 RT-PCR分析. 反应参数为首先在 95e 预反

应 5 s;其次从95e 、10 s变成 60e (退火具体温度与

所用引物有关 )、10 s,然后 72e 、5 s,循环 35次; 最

后在 PCR反应完成后进行裂解曲线程序. 扩增结束

后, 由 L ightCyc le 480自带软件分析数据. 每个样品

设 6个平行,以 "-ACT IN为内参、2
-⊿⊿CT

方法计算

相对表达量.

117 统计分析

每个试验组设 6个平行样. 采用 SPSS1310软
件, 组内进行 studen-t t检验, 并用标准误差 SD表

示; 组间用 one w ay-ANOVA检验, p< 0105表示有显
著差异.

2 结果与分析

211 基因芯片

本次试验所使用的基因芯片含有 22 000个斑马

鱼基因. 将各个染毒组特异基因与试剂对照进行

t-Test检验,发现 50个特异基因表达上调或下调、并

呈显著的剂量-毒性效应 (p < 0105). 经过 mAbd数
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表 1 待测基因引物序列

Table 1 P rim er sequen ces of target genes

序号 基因序号 基因名称 引物序列 扩增长度 /bp

1 A I722041 "-ACT IN
Forw ard: ATGGATGATGAAATTGCCGC

R everse: AGTTGGTGACAATACCGTGC
200

2 AF359428 CLDN I
Forw ard: GCTCTGGGAATTTTAGGACTCATTG

R everse: TTTTACACTGCTGCTGACCG
163

3 CV576584 ZGC: 153172
Forw ard: CCGATGTGTGAGGTTGATTTTATG

R everse: TCCTGTGTGAATTTCTGTGGTC
165

4 AF030560 FGF8A
Forw ard: GTAGAGACAGACACATTTGGGAGTC

R everse: AGCCTTCGTACTTCACATTCTG
184

5 A I437419 PAK2B
Forw ard: GGTTTCTGTGCCCAGATCACTC

R everse: ATGCCCAATGACCAGATGTC
131

6 BC076453 ZGC: 91895
Forw ard: ACCGTCAGCATGGAGACAGTAAC

R everse: GCTCAGTGAAGAAGTAGAGGACTG
157

7 BM 185389 CSRP2BP
Forw ard: GTCTGTAAGGAAAGGGTTTTATCAG

R everse: AATCTCTGAGAGCAAACGCAG
175

8 AW 566954 TBXAS1
Forw ard: GTGTTAAACGGTCAGTTTCTGC

R everse: CCTTGGCTTCTGGAGTGAAC
130

9 AW 115780 STAU 2
Forw ard: CAGGTATGGGAGTCTGAAGGCAG

R everse: TGGGTTGCTGTTGCTGTCAG
129

10 BC053313 SP4
Forw ard: GTCAGGATGGGGTCAAAGTTCAGTC

R everse: GGGTCGCTGTTGTTTCTGCC
196

11 CV486461 ZGC: 112337
Forw ard: TATAAACCCAACAGAGGAGTCTGC

R everse: CGATGAAGGCGTAGCGTTTG
178

12 A I641140
S I: CH211-

154O6. 2

Forw ard: ATATTCATCTGTCCACGCACAC

R everse: TCCTTCTGAACCGCTTCCTC
194

13 AY070229 EGR2A
Forw ard: CCACCCCCTTACACCTGTAG

R everse: ACTGCCATGTTGTCCCTTTG
197

14 BC049470 APOEB
Forw ard: ACCTACACACGCAAACTGAAGAAAC

R everse: ATGTATGGCTGGAAACGGTC
140

15 BI672229 NCL1
Forw ard: ATGTGGCGTTTGTCTTGTGTCTG

R everse: TGATCTTCTTGTGGACCATCG
174

16 BC076343 CALCA
Forw ard: CAGAAGAGAGCCTGTAACACGG

R everse: CAATCAAAGAGGAACTGTGGAC
213

据库和 GeneOnto logy数据库检索分析发现, 根据功

能区划, BPA引起的 8 d斑马鱼仔鱼主要 6个相关

方面的基因表达差异: 信号传导、离子结合、核酸加

合、器官发育、代谢转化以及 BPA特有的氧化性特

性和内分泌干扰特性 (图 1).

BPA特性的氧化性活性和内分泌干扰特性在

基因芯片分析中得到体现.其中,氧化还原相关基因

BCKDHA、HSD17B4下调而 TBXAS1上调.荷尔蒙活

性相关基因 CALCA和 CYP1X12的表达都显著增

强,证明 BPA具有内分泌干扰特性. 试验发现信号

集合和传递活性相关基因 ( PTK211和 ZGC100933)

的表达受到抑制,而信号传递媒介、阴性调节和信号

识别相关基因 ( ADAM9、ZGC85725、APOEB 和

NCL1)的表达增强. 钙离子、锌离子和铁离子,它们

都是生物所必须的营养元素. 试验结果 BPA暴露

下,与这些金属离子结合相关的基因的表达都增强,

可能 BPA能够刺激生物对这些离子的结合.

BPA的遗传毒性在基因芯片中主要表现在对

DNA、RNA、ATP、GTP 等 核 酸 物 质 的 加 合

( add ition) .在选择研究的核酸加合相关的 16个基

因中, 10个表达受到抑制, 6个表达增强, 并且都有

显著的剂量效应关系, 14个基因在 115 mg /L BPA

下差异显著.这些具有相似功能的基因在 BPA刺激

下表现出不同的表达降低或增强效应,可能是由于

这些基因具有各自的特性所造成的. 但不管怎样,

BPA能够影响核酸物质的加合, 从而造成遗传

毒性.

BPA能够显著影响斑马鱼仔鱼神经系统的发

育, 选择研究的 4个神经系统相关基因的表达都受

到抑制,并存在剂量毒性效应.其他器官发育相关的

基因包括脑部、心脏、色素等相关基因的表达都增

强, 并且在 115 mg /L BPA下表现出显著差异. BPA

810
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C11空白试剂对照组; C 21015 m g/L BPA染毒组; C 31115 mg /L BPA染毒组; C 41415 mg /L BPA染毒组. D iff C2-C 1、D iff C3-C1和

D if fC 4-C1分别表示基因在 3个暴露浓度组的表达量均值与其在空白对照组 ( C1)表达量均值的差值

图 1 BPA中暴露 8 d斑马鱼基因芯片数据

F ig. 1 M icroarray data of zeb rafish exposed to BPA for 8 days ( n= 6)

还能够作用于斑马鱼仔鱼体内的代谢转化. 如表所

示,脂肪酸相关基因 ( FABP7A )和蛋白氨基酸磷酸

化相关基因 ( ACVR1B、PTK211、CSNK1DK、AKT2L

和 PIM 1)的表达都受到抑制,而代谢相关基因包括

氨基酸、固醇、碳水化合物和脂蛋白代谢相关基因的

表达都增强.

212 实时定量 RT-PCR

基因芯片试验过程中存在以下 3个主要误差:

¹ 由于基因芯片是对整体基因进行扫描, 会降低个

体基因的特异性; º 试验中所用的参照 mRNA是成

鱼和幼鱼的混合物 (成鱼雌鱼 B成鱼雄鱼 B8 d仔鱼

mRNA量 = 1B1B3), 也就是说各个浓度组包括试剂

对照组所得到的各个基因表达量是相对于所在芯片

的参照 mRNA而言, 不是绝对量; » 芯片扫描的过

程中, 需要 Cy3 /Cy5(目的样品 /参照样品 )的值大约

在 1左右,但是不可能全部达到 1, 而且扫描一片芯

片需要 015 h左右,由于扫描时间的不一致,会造成

芯片的曝光时间不一致,曝光时间越长,荧光信号越

弱.因此,基因芯片的结果需要实时定量 RT-PCR的

验证.

试验随机选取了上述表中功能基因的 15个

(共 50个, 占 30% )进行结果验证.由表 2可得, 15

个基因在基因芯片和实时定量 RT-PCR的结果是一

致的, 大部分基因在实时定量 RT-PCR的表达量

更高.

3 讨论

前期试验发现, BPA对斑马鱼胚胎发育造成的

亚致死敏感效应表现为: 孵化率降低 >血流障碍 >

心包囊水肿 > 尾畸和脊椎弯曲
[ 20]

. 组织切片发现

BPA能使斑马鱼肝脏细胞明显受损 (如图 2所示 ).

代谢组学发现 BPA暴露能使斑马鱼体内的有益不

饱和脂肪酸的百分含量降低, 饱和脂肪酸和氨基酸

的百分率升高.

这些试验指标除了 24 h血流障碍是在斑马鱼

胚胎发育 24 h后观察到的以外,其他的都是胚胎暴

露 8 d后得到的结果,暴露方式和样品收集方式都

是一致的,因此具有可比性. 而基因芯片所得到的

811



环   境   科   学 31卷

   表 2 基因芯片结果的实时定量 RT-PCR验证 1)

Tab le 2 Quan titative rea-l tim e RT-PCR validat ion ofm icroarray resu lts

基因序号 基因特征 结果
D iff

C2-C1

D iff

C3-C 1

D if f

C4-C1

t-T est

C2

t-Test

C3

t-T est

C4

AF359428 CLDN I M 014935 01911 5 01437 9 01002 1 01002 3 011240

R - 018494 11609 8 21876 9 01322 4 01009 6 010002

CV576584 ZGC: 153172 M 013554 01725 0 01915 5 01012 8 01000 7 010463

R 018276 11107 1 11486 1 01016 0 01004 0 010003

AF030560 FGF8A M 011622 01545 2 01227 1 01018 6 01001 0 012706
R - 012297 01473 7 01329 9 01683 4 01022 6 011362

A I437419 PAK2B M - 010611 01479 8 01520 5 01581 6 01004 2 010484

R - 012623 01438 1 01726 3 01483 0 01024 0 010017

BC 076453 ZGC: 91895 M 013169 01585 6 01789 3 01001 8 01071 2 010854

R 110559 01952 4 11867 0 01074 0 01060 6 010016

BM 185389 CSRP2BP M 018223 11084 3 11024 7 01008 5 01003 2 010004

R 014417 01390 2 01861 8 01009 4 01015 6 010082

AW566954 TBXAS1 M 012700 01755 6 01684 4 01239 1 01005 0 010130

R 113637 11906 9 21100 5 01000 0 01000 0 010000

AW115780 STAU2 M 016379 01477 8 01322 8 01001 5 01034 4 013548

R 011743 01233 5 01365 4 01164 9 01206 9 010115

BC 053313 SP4 M 013492 01300 4 01583 3 01000 9 01022 4 010323

R 018117 01848 0 11428 0 01035 8 01032 2 010032

CV486461 ZGC: 112337 M 013935 11061 6 11130 4 01038 3 01033 1 010009

R 012400 11031 3 01826 4 01592 1 01025 1 010495
A I641140 S I: CH211-154O612 M 016263 01426 7 01577 8 01016 4 01000 4 010200

R 015625 01975 8 01599 7 01054 4 01019 8 010409

AY070229 EGR2A M 013124 01494 9 01515 8 01036 9 01008 5 010034

R 019820 11115 8 11108 9 01000 3 01048 5 010049

BC 049470 APOEB M 016817 11221 2 11015 8 01059 2 01035 6 010036

R 017710 11231 4 11480 7 01073 3 01009 9 010017

B I672229 NCL1 M 016364 01786 0 11229 7 01033 7 01024 2 010020

R 018089 11148 1 11054 3 01000 3 01001 1 010000

BC 076343 CALCA M 013341 01452 8 01649 8 01000 5 01136 5 010000

R 110531 11918 8 01695 0 01009 3 01027 1 010424

1)M:基因芯片结果; R:实时定量 RT-PCR验证结果; C1:空白试剂对照组; C 2: 015 m g /L BPA染毒组; C3: 115 m g/L BPA染毒组; C4: 415m g /L

BPA染毒组;粗体标记的表示与对照相比 p < 0105,有显著差异; D iff C2-C1、D iff C3-C1和 D iff C4-C 1分别表示基因在 3个暴露浓度组的表达量

与其在空白对照组 ( C1)表达量的差值, t-Test C2、t-T est C3和 t-T est C4分别表示基因在 3个暴露浓度组与其在空白对照组 ( C1 )表达差异的显

著性

空白对照组肝细胞核的核仁完整的处于细胞核的中心,而

415m g /L BPA暴露能观察到核仁的破碎和不规则分布

图 2 BPA暴露下斑马鱼肝脏毒性表征

Fig. 2 H epatic toxicity ofBPA to zeb rafish

基因表达差异与笔者前期工作中生理观察、组织切

片观察和代谢组学所得到的结果具有相关性.

利用 KEGG软件 (www. genom e. jp)对这些特异

表达基因进行生物学途径分析, 如图 3所示, 发现

BPA主要作用于斑马鱼代谢 (包括脂代谢、氨基酸

代谢、碳水化合物代谢和外源化合物降解 )以及环

境信息处理中的信号传导这 2个方面的生物途径.

代谢组学中,不饱和脂肪酸和氨基酸的相对百分含

量发生了变化,这可能与作用于脂肪酸和氨基酸代

谢途径中的 HSD17B4和 BCKDHA基因的下调有

关, 但这需要蛋白组学的进一步研究验证.

KEGG分析发现特异表达基因主要涉及到 8个

信号传导作用途径 ( TGF-beta、MAPK、ErbB、VEGF、

Calc ium、W nt、 JaK-STAT 和 mTOR signaling

pathw ay), 可能造成变化的生理指标有个体或细胞
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无色方框代表基因表达下调,灰色方框代表基因表达上调,六边形代表作用途径所属类别,椭圆代表单个作用途径名称

图 3 基因表达与生理指标和代谢组分关系示意

Fig. 3 Relations betw een gene expressionsw ith patho logy and m etabonom ics

成活率、血小板聚集抑制剂 ( PG I2)的产量、血管生

成等. 这对应于 24 h BPA暴露下胚胎会出现血流障

碍现象以及组织切片发现的肝脏细胞受损现象.

BPA是如何调节这些基因的表达的, 这些基因又是

怎样调节或控制信号传导路径的, 是都需要进一步

的研究.例如试验发现有 6个基因在 MAPK信号途

径中发生作用,都能影响细胞增殖分化作用,它们之

间在这个途径中没有上下游的关系. 其中 4个基因

表现为下调, 2个基因表现为上调, 而这 2个上调的

基因又与血液相关. 这 6个基因的联合作用于细胞

增殖分化的过程很复杂, 如果能借助于相关蛋白的

深入分析,将更能有利于找出 BPA的作用机制.

4 结论

( 1) 115mg /L BPA能引起的 8 d斑马鱼仔鱼 50

个基因表达差异 ( p < 0105). 证明了低剂量 BPA的

遗传毒性效应.

( 2)这些基因的功能涉及到信号传导、离子结

合、核酸加合、器官发育、代谢转化以及 BPA特有的

氧化性特性和内分泌干扰特性 6个方面, 为前期工

作中观察到的生理毒性和代谢紊乱等机制研究提供

了支持.
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