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摘要:采用 HPLC 和斑马鱼胚胎发育方法,测定了己烯雌酚( DES)在标准模式种斑马鱼胚胎体内的蓄积规律及胚胎毒性效应,

并利用定量活性-结构分析( QSAR)和基因芯片技术, 探讨了 DES 对斑马鱼胚胎的致毒机制. 结果表明,在 012 mgPL DES 中暴露

24、48 和 72 h 后,胚胎体内的 DES 含量分别为( 25178 ? 4195)、( 54188? 7110)和( 711 93? 101 55)LgPg; 不同起始染毒时间( 0 hpf

和8 hpf)条件下, 亚致死最敏感指标均为 72 h 孵化率抑制, EC50分别为( 0114 ? 01 09)和( 0133? 0114) mgPL,说明胚胎在发育囊胚

期(发育 8 h)前对DES 暴露更为敏感. QSAR研究发现, DES 相对其它酚类类雌激素对斑马鱼胚胎具有较高的毒性, 这与它具有

较高的TE值( 511121 7 eV)相关; 基因芯片研究发现, 5LgPL DES 暴露21 d 后能导致斑马鱼成鱼部分基因表达异常. DES 对斑马

鱼具有一定的胚胎毒性和遗传毒性,而生化反应是致毒的关键步骤.
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Abstract: The bioaccumulation regulation and the toxicity of diethylstilbestrol ( DES) were studied on zebrafish ( Danio rerio ) embryos with the

methods of HPLC and early life stage test, and the toxic mechanisms were also discussed with the techniques of quantitative structure- activity

relationship ( QSAR) and gene chips. After the zebrafish embryos exposed at 01 2 mg#L- 1 DES for 24, 48 and 72 h, the body levels of DES

in zebrafish embryo were ( 25178? 4195) , ( 54188? 7110) and ( 71193? 10155) LgPg, respectively. Even exposure started at different time

( 0 hpf and 8 hpf) , the most sensitive sub lethal endpoints were both 72 h delayed hatch, and the EC50 values for them were ( 0114? 01 09)
and ( 0133? 0114) mgPL, so that zebrafish embryo was more sensitive to the exposure of DES before the stage of gastrula ( 8 h after

fertilization) . QSAR studies found when compared with other pheno-l endocrine disrupts, DES was much more toxic, and this related to its

higher TE value ( 5211217 eV) . Meanwhile, when adult zebrafish exposed at 5LgPL DES for 21 d, it was found by the gene chips that parts

of gene expressions would be changed and the genetic toxicity of DES was approved. DES was concluded to be developmental and genetic tox ic

to zebrafish, and the biochemical reaction-associated process might be the key parameter in determining the toxicity level.

Key words: diethylstilbestrol; zebrafish embryo; tox icity; quantitative structure- activity relationship ( QSAR) ; gene chip

  近年我国畜牧业的发展, 农药、兽药、饲料添加

剂、动物激素等的使用,为畜牧业生产和畜产品数量

的增长发挥了一定作用, 同时也给畜产品安全带来

了隐患. 己烯雌酚( diethylstilbestrol, DES)是人工合

成雌激素, 始于 20世纪 40年代, 主要用于鸡、牛、羊

等的增肉剂,鱼类生长促进剂等
[ 1,2]

. 它在生物体内

不易降解, 通过食物链富集, 严重威胁着人类健

康
[ 3]
.Hendry等

[4]
发现长期食用己烯雌酚等人工合

成雌激素,易导致儿童早熟、男性生殖系统发育异常

与病变、女性易发生乳腺癌等. Shukuwa 等
[ 5]
研究表

明DES会导致雄鼠催乳素细胞密度明显增加. 李和

程等
[ 6]
发现青春期较大剂量 DES 暴露可使大鼠性

成熟后睾丸生精细胞凋亡增加,且随 DES 暴露剂量

增加而有加强趋势.

国内外已有研究证明 DES具有潜在的遗传毒

性和胚胎毒性
[ 7]
. 1998年蒋义国等

[ 8]
发现己烯雌酚

可能是一种促癌因子, 可提高其它致癌物质的致癌

性. Li等
[ 9]
研究发现孕期服用 DES后会导致 DNA甲

基化异常,影响胎儿生殖器官的发育,同时也可能增

加胎儿患生殖道癌症的风险.
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目前, DES毒性的研究报道主要侧重于对生殖

系统的影响,而 DES的胚胎发育毒性及致毒机制方

面仍鲜有报道. 为此,本实验以斑马鱼早期胚胎为生

物模式种, 研究了 DES 在鱼类胚胎内的蓄积规律,

探讨了斑马鱼胚胎在发育过程中对 DES的毒性敏

感阶段,并从分子结构和基因水平上讨论了 DES 的

致毒机制.

1  材料与方法

1. 1  实验生物
实验室自养成年斑马鱼(雌雄比 1B2)饲养于水

族箱中,每日喂 2次冷冻摇蚊幼虫(来自非污染环

境,经检测受试化合物低于检出限) , ( 26 ? 1) e 、光

照P黑暗周期( 14 hP10 h)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

DES购自 Sigma-Aldrich公司(上海) , 优级纯. 称

取一定量 DES粉末溶于重组水
[ 10]
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 DES溶液作为储备液待用, 实验

过程中将储备液稀释至需要的浓度使用, 本实验

DES浓度范围为 0~ 1 mgPL. 实验中所用的正己烷、
甲醇、乙腈和乙醚为色谱纯,其余均为分析纯.

113  HPLC测定

参照肖全伟等
[ 11,12]

的方法, 应用 HPLC 对不同

暴露浓度和暴露时间条件下胚胎体内的 DES 含量

进行测定, 分别测定 0、0105、0110、0120 和 0130
mgPL DES 浓度下暴露 24 h 后胚胎体内 DES 含量以

及 0120 mgPL DES浓度下暴露0、24、48和 72 h后胚

胎体内 DES 含量. 本实验共有 8个暴露组, 每组分

别加入 500颗刚受精的( 0 hpf )正常鱼卵于 200 mL

玻璃烧杯中进行染毒. 暴露一定时间后取其中发育

正常的 300颗鱼卵作为一个实验样品(干重为 19120
mg ? 1165 mg) ,对其进行 DES 提取. 提取步骤: 将实

验样品移入 5 mL 玻璃匀浆器, 加甲醇-01001 molPL
醋酸钠( pH= 415) ( 2B8,体积比)溶剂充分匀浆后移

入10 mL 玻璃离心管, 用 2 mL上述溶剂洗涤匀浆管

并转入离心管, 加 4 mL 正己烷-乙醚( 7B3,体积比)

混合,振荡 20 min后以3 000 rPmin离心 10 min 取上

清液.重复提取 3 次, 合并上清液, 编号后置入 4 e

冰箱备用,测试时每组设 3个平行样.

采用HPLC色谱仪( Waters 1525)和紫外检测器

(Waters 2473)测试:检测波长 280 nm;色谱柱为 C18

柱( 319mm @ 150mm, 5 Lm, Waters) ;流动相为乙腈-

01001 molPL醋酸钠( pH= 415) ( 75B25,体积比) ,流速

1 mLPmin; 进样量 20 LL. DES 标准液浓度为 0102、
0104、0110、0120和 0150 mgPL,以浓度( x , mgPL)对
峰面积( y )作标准曲线, 得到 y = 17 650x - 164117
( R

2
= 01998 5) . 利用未染毒胚胎进行加标回收分

析,得到回收率为 80102% ? 0117%.

114  毒性实验

实验方法参照文献[ 13] , DES 暴露浓度分别为

0、0110、0120、0130、0140、0150、0160、0180 和
1100 mgPL.
115  统计分析

采用 SPSS1310 软件, 每个实验组设 3个平行

样,由线性拟合法( linear fit)分析半致死浓度和半效

应浓度;组内进行 studen-t t 检验, 并用标准误差 SD

表示;组间用 one way-AVONA检验, p < 0105表示有
显著差异.

2  结果与分析

211  化学分析

HPLC测试发现, 斑马鱼、摇蚊幼虫及空白溶液

中DES本底含量均未检出. 如图 1 所示, 在不同浓

度DES( 0~ 013 mgPL)暴露 24 h 后, 斑马鱼胚胎内

图 1 24 h后胚胎在不同浓度暴露下对 DES的吸收

Fig. 1 Levels of DES in embryo exposed at different

concentrations for 24 h

DES含量与暴露浓度呈明显正相关关系 ( R
2
=

01965 1) ,最高可达 39101 LgPL. 同时, 暴露浓度越

大,胚胎的蓄积倍数(胚胎体内含量P暴露浓度)在总

体趋势上也越大, 在 DES 浓度为 013 mgPL时达到
13013.

在相同暴露浓度下, 胚胎内 DES含量随着暴露
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时间的延长而增大. 如图 2所示, 胚胎内 DES 含量

与暴露时间具有明显的线性关系( R
2
= 01989 8) . 当

DES浓度为 012 mgPL时, 24、48和72 h暴露后,胚胎

体内的含量分别为( 25178 ? 4195)、( 54188 ? 7110)和
( 71193 ? 10155) LgPg.

图 2 012 mgPL染毒下胚胎在不同暴露时间对 DES的吸收

Fig. 2 Levels of DES in embryo exposed in 012 mgPL

DES at t ime intervals

2. 2  毒性实验
斑马鱼胚胎经 0 hpf染毒实验, 24 h LC50为( 0142

? 0109) mgPL, 48 h LC50为( 0140 ? 0115) mgPL. 其中,

DES浓度 1100mgPL以上染毒 24 h后胚胎全部死亡,

016 mgPL以上染毒 48 h 后全部死亡. 图 3描述了 0

图 3 0 hpf 染毒胚胎亚致死敏感效应

Fig. 3 Sublethal effect s of embryo at 0hpf exposure

hpf染毒下 DES对胚胎的剂量-亚致死毒性效应. 主

要表现为:在 DES浓度 0~ 014 mgPL暴露过程中, 胚

胎24 h后出现躯干和尾部 20 s内无自动, 32 h后出

现无心跳现象, 但在亚致死最高暴露浓度 014 mgPL
      

下,这 2个毒理效应的百分率均< 50%; 染毒 48 h

后,心率明显变缓( < 100次Pmin) , EC50= 0127 mgPL

? 0108 mgPL; 染毒 72 h, 抑制孵化率 EC50 = 0114

mgPL? 0109 mgPL. 因此, 胚胎亚致死最敏感效应表

现为72 h孵化率抑制.

8 hpf染毒 DES对胚胎的剂量-亚致死毒性效应

如图 4所示, 主要表现为: 染毒 24 h 后胚胎躯干和

尾部20 s内无自动, EC50= 0153 mgPL ? 0107 mgPL;染

毒 32 h后出现无心跳现象, EC50 = 0176 mgPL ? 0114
mgPL;染毒 48 h 后, 心率明显变缓( < 100 次Pmin) ,

EC50= 0146mgPL ? 0108 mgPL;染毒 72 h,抑制孵化率

EC50= 0133 mgPL ? 0114 mgPL. 比较各毒理学终点的

EC50值发现, 8 h后染毒胚胎亚致死最敏感效应同样

表现为 72 h孵化率抑制.

图 4  8 hpf 染毒胚胎亚致死敏感效应

Fig. 4  Sublethal effects of embryo at 8hpf exposure

3  讨论

3. 1  酚类雌激素化合物对斑马鱼胚胎的毒性比较

由上述实验结果可以得出, 随着暴露时间和浓

度的增大, 斑马鱼胚胎内 DES 的含量增大.另外,从

致死指标上看, DES对斑马鱼胚胎的毒性也相应增

大,表明化合物对生物体的毒性大小受污染物在体

内积累量的影响,这与刘红玲等
[ 14]
对双酚 A的毒性

研究结果相同.但是同类化合物在相同暴露浓度下,

会表现出不同的毒性表现类型.

从表 1可以看出, DES是选择研究的 8种酚类

类雌激素化合物中,对斑马鱼胚胎作用 48 h LC50最
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      表 1  酚类类雌激素化合物及其对斑马鱼胚胎的毒性1)

Table 1 Tested endocrine disrupts containing phenols and their toxicity data to zebrafish embryo

序号 名称
48 h LC50

(0 hpf)PLmol#L- 1

- lgLC50

( 0 hpf)Pmmol#L- 1
lgP

TE

PeV

1 对氯酚 43. 01) 1. 37 2. 43 - 3. 223 5

2 3, 5二氯苯酚 122) 1. 92 3. 54 - 2. 052

3 2, 4二氯苯酚 722) 1. 14 3. 26 - 3. 077 6

4 五氯酚 2. 633) 2. 58 4. 44 10. 239 8

5 双酚 A 90. 23) 1. 04 4. 15 - 1. 329 5

6 己烯雌酚 1. 493) 2. 827 4. 63 51. 121 7

7 对辛基酚 39. 31) 1. 406 5. 05 1. 903 7

8 对壬基酚 12. 31) 1. 91 5. 47 2. 541 2

1) 表示数据参考文献[ 15] ; 2)表示数据参考文献[ 16] ; 3)本实验数据

小、毒性最大的一种物质.为了从定量活性和结构关

系这个角度找出 DES 毒性大于相对其他化合物的

原因, 笔者利用 Chemoffice 610软件 AM1-MOPAC 算

法计算了这类化合物的量子化学参数辛醇P水分配
系数 lgP 和TE 值. 其中, lgP 表征了化合物的亲脂

性, TE为分子总能量, 在一定程度上反映分子的活

跃程度. 分别以 lgP 和TE 值对 48 h斑马鱼胚胎的

lgLC50进行线性回归的 QSAR分析, 得到以下方程.

与 lgP 关系:

- lg LC50 = 11019+ 01187( lgP) ( 1)

R
2
= 01195, p = 01243 > 0105

与TE关系:

- lg LC50 = 11552+ 01029( TE) ( 2)

R
2
= 01621, p = 01012 < 0105

由方程( 1)和( 2)可以得出, lg LC50与 lgP 无相关性,

而与TE有一定相关性 ( R
2
= 01621) , 因而推测 TE

是决定这组酚类类雌激素化合物对斑马鱼胚胎毒性

的主要参数.许高金等
[ 17]
也发现苯酚类化合物的TE

值与其对大型蚤的毒性呈相关性( R
2
= 01820) .可以

推测这类化合物对斑马鱼胚胎的致毒关键步骤是生

化反应,而不仅是亲脂性的传输分配过程.

312  斑马鱼胚胎对DES的敏感阶段及机制探讨

与 0 hpf染毒相比, 8 hpf染毒 DES的毒性下降

很多( p < 0105) , 但是都表现出类似的亚致死效应.

这与作者对其他类环境雌激素(五氯酚 PCP、双酚A

BPA)
[ 13]
的研究相一致, 胚胎发育早期对毒性暴露更

为敏感.斑马鱼早期胚胎处于DNA、RNA、染色体和纺

锤体蛋白质等的合成时期以及与这些物质合成有关

的酶的变化时期
[ 18, 19]

,可能是造成这一结果的主要原

因.因此,如果DES能影响到生物体内这些遗传物质

的表达,相应的早期胚胎将会对 DES更为敏感.

基因芯片技术能高效、快速且多参量地研究大

量基因在不同条件的表达差异
[ 20]

, 进而阐明化合物

致毒的机制
[ 21]

.新加坡国立大学合作方通过全通量

斑马鱼基因芯片技术并经 RT-PCR验证发现, 5 LgPL
DES 暴露21 d后会导致斑马鱼成鱼部分基因表达

异常.如表 2所示, 在选择研究的 10个基因中, 斑马

鱼成鱼的 VG3 等 9 个基因在表达为上调 ( up-

regulated) , 而 CYP1A1 基因表 达为下调 ( down-

regulated) .
表 2  基因芯片分析中的部分基因差异表达

Table 2  Selected gene expression changes investigated by DNA chip in zebrafish treated with DES

序号 基因库注册号 基因描述
扩增片段

Pbp
表达差异1)

( log ratio2 )

p 值

( t-test)
特征

1 AF254638 卵黄蛋白原 3 ( vg3) 239 12. 44 9. 31E-05

2 AF349412 雌激素受体A( esr1) 151 4. 60 1. 82E-06

3 BI427744 FK506 结合蛋白 11 ( fkbp11) 162 3. 31 3. 40E-04

4 BG891864 羧肽酶 N,多肽 1 ( cpn1) 201 2. 88 1. 68E-06

5 BM082666 Zgc: 92744 205 1. 97 4. 91E-07 上调

6 BI896378 Zgc: 66313 187 1. 65 4. 36E-04

7 BM182319 溶质载体族 31(传输铜) a1 ( slc31a1) 246 1. 40 4. 23E-04

8 BI885968 信号序列受体D ( ssr4) 211 1. 37 2. 43E-03

9 BI889078 高密度脂蛋白-结合蛋白 ( hdlbp) 215 1. 31 2. 62E-04

10 AW342687 细胞色素 1A1 ( cyp1A1) 180 - 1. 19 3. 63E-05 下调

1) ratio 为实验组基因荧光强度值P对照组基因荧光强度值, log ratio2 的域值设为( - 1, 1) , > 1的是上调表达的基因, < - 1的是下调表达的基因
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  VG族基因被报道为鱼类暴露在雌激素化合物

下的标志基因( marker gene)
[ 22, 23]

, VG3基因的上调表

达,证实了 DES具有类雌激素效应. CYP1A1广泛分

布于肺、胃肠道、皮肤、胎盘及脑等肝外组织, 主要参

与多 环芳 烃类 ( polycyclic aromatic hydrocarbons,

PHAs ) 的 代 谢
[24, 25]

, 具 有 芳 香 烃 羟 化 酶

( arylhydrocarbon hydroxylase, AHH)活性,可催化 DES

的羟基化反应
[ 26]

,所形成的亲电子的中间代谢产物

与DNA共价结合,从而产生一系列毒性, 使 DES 暴

露下的斑马鱼胚胎会出现 48 h 心率明显变缓 ( <

100 次Pmin)、2 h孵化抑制孵化, 甚至死亡等现象.

4  结论

( 1) 0 hpf暴露实验发现,斑马鱼胚胎内 DES 含

量与暴露浓度( 0~ 013 mgPL)及暴露时间( 24、48和

72 h)呈明显正相关关系.

( 2)DES对斑马鱼胚胎有明显的毒性作用,亚致

死最敏感指标表现为 72 h孵化率抑制.

( 3)与 0 hpf染毒相比, DES在 8 hpf染毒下对斑

马鱼胚胎的毒性下降很多, 因此胚胎囊胚前期对

DES的污染更为敏感.
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