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摘要:甲状腺干扰物是目前生态毒理学和环境毒理学研究的一个热点.本文介绍了非洲爪蟾作为评价甲状腺干扰作用的模型动物的理论基础,

从变态速度 /时间、甲状腺发育、甲状腺激素信号途径、促甲状腺激素表达等几个方面,综述了目前非洲爪蟾用于评价甲状腺干扰作用的方法学

及其应用的进展,最后探讨了非洲爪蟾用于甲状腺干扰作用评价存在的问题和今后的发展趋势.
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Abs tract: Thyro id disruptors are one of the research focu ses in ecotox ico logy and environm ental tox icology. In th is paper, the theoret ical foundat ion of

X enopus la ev is as a m od el an im al sp ecies in evaluating thyroid d isrup tion is in trodu ced. Th e recent p rogress inm ethodology and app licat ion ofX. laevis as

a m odel an im al species for eva luating thyro id d isruption is rev iew ed from d ifferen t asp ects includ ing m etam orph ic rate / t im e, thyro id d evelopm ent, thyro id

hormone-s ignal ling pathw ay, and thyroid-stim u lating horm on e mRNA express ion. F inally, som e prob lem s con sidering th e app licat ion of X. laevis in

evaluat ing thyroid d isruption and the fu ture developm en ts in th is area are also d iscussed.
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1 非洲爪蟾是评价甲状腺干扰作用的良好模型动

物 (X enopus laevis is a good mode l an imal spec ies

to evaluate thyro id disrupt ion)

近年来研究发现, 有些环境物质可通过影响甲

状腺激素的合成分泌、转运或影响与甲状腺激素受

体 ( thyro id hormone receptor, TR ) 结合等途径干扰

甲状腺系统, 在组织器官水平、细胞水平以及分子

水平产生毒理效应. 而这类能够引起甲状腺结构以

及系统功能发生改变的内分泌干扰物被称为甲状

腺干扰物 ( Go ldm an et al. , 2000; O C' onnor et a l. ,

2002) .众所周知,甲状腺是脊椎动物的内分泌器官

之一,其分泌的甲状腺激素 T3和 T4由血液循环带到

全身各个组织器官, 参与调控生长发育、新陈代谢

和繁殖等重要的生理过程 ( T ata, 1996; C risp

et al. , 1998; Rose, 2005; Fort et al. , 2007) . 如果

胎儿发育期间甲状腺激素缺乏将导致侏儒症, 表现

为体型矮小、智力迟钝、骨骼营养不良以及新陈代

谢低下等.另外, 与中枢神经系统成熟相关的过程

以及骨骼、肝脏和血液等的发育和功能维持都离不

开甲状腺激素的调控. 鉴于甲状腺系统在动物和人
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体发育过程和正常功能维持中的重要作用, 甲状腺

干扰物的毒理影响受到高度关注. 大量研究显示,

多氯联苯 ( PCBs)、二 英和氯酚等污染物能够诱

导动物甲状腺损伤和甲状腺激素平衡失调等

( Saracc i et al. , 1991; Kogevinas et al. , 1993;

Hagmar, 2003; G iacom in iet al. , 2006),而且有研究

证明, 这些甲状腺干扰物导致的神经损伤可能与甲

状腺干扰作用有关 ( Zoe ller, 2005; Darras, 2008) .

近年来,有越来越多的污染物,如双酚 A ( BPA )、酞

酸酯和多溴二苯醚 ( PBDEs)等被发现可能具有甲状

腺干扰作用 ( Go ldey et al. , 1995; C rofton et a l. ,

2000; M eerts et al. , 2004; Zhou et al. , 2001) . 因

此,甲状腺干扰物称为当前生态毒理学和环境毒理

学研究的一个热点.

目前,有关甲状腺干扰物的筛查和甲状腺干扰

作用的评价主要是基于啮齿动物鼠开展的. 有研究

报道, PCB s暴露大鼠可对甲状腺造成直接损伤

( Langer, 1998),导致甲状腺滤泡细胞增生、细胞高

度增加以及胶质面积缩小等 ( Co llins et al. , 1977;

N ess et al. , 1993) .母体暴露 PCBs可增加胎鼠和初

生大鼠脑内 II型甲状腺激素脱碘酶活性,加速 T4到

T3的转化 (M orse et al. , 1993) . 围产期母鼠暴露

PCBs,使幼鼠血浆中甲状腺激素水平明显下降 ( Seo

et al. , 1995; Darnerud et al. , 1996; Goldey and

C ro fton, 1998; M eerts et al. , 2002; Donahue et a l. ,

2004) . PBDEs暴露导致鼠血浆中甲状腺激素 T4浓

度明显下降 (H allgren et al. , 2001).

随着甲状腺干扰物毒理学研究的深入, 两栖动

物非洲爪蟾作为一种研究甲状腺干扰作用的模型

动物正受到越来越多的关注. 在国外, 美国内分泌

干扰物筛查和确证顾问委员会 ( endocrine disruptor

screen ing and testing adv isory comm ittee, EDSTAC )于

1998年建议用非洲爪蟾尾吸收试验来评价内分泌

干扰物的甲状腺干扰作用 ( US EPA, 1998) .非洲爪

蟾作为发育生物学研究的模型动物, 同其它无尾两

栖类动物一样,在其发育过程中要经历一个从蝌蚪

到蛙的剧烈变态过程.整个过程分 3个时期:从受精

卵到后腿出现为变态初期;从后腿出现到前腿展开

为变态前期;从前腿展开到尾完全吸收为变态高潮

期.在变态初期, 甲状腺萌发并发育但不分泌甲状

腺激素,此时蝌蚪处于生长阶段. 进入变态前期后,

大概从第 54阶段爪蟾蝌蚪甲状腺开始分泌甲状腺

激素, 但一直维持在一个相对较低的水平. 此时爪

蟾蝌蚪仍处于一个相对稳定的生长阶段, 后腿和前

腿不断生长发育. 从 58阶段开始,爪蟾蝌蚪甲状腺

激素水平逐渐升高,并伴随非洲爪蟾蝌蚪前腿突破

鳃盖展开并同后腿一起生长, 肝脏和肠等器官经重

组后由蝌蚪的组织器官向蛙的组织器官转变, 腮也

开始吸收.伴随着形态的变化, 爪蟾蝌蚪的生理过

程也逐渐向蛙转变. 到 62阶段时,甲状腺激素水平

迅速升高并达到顶峰, 爪蟾变态进入高潮, 表现为

腮和尾迅速被吸收,蝌蚪的组织器官变态为蛙的组

织器官.随后, 甲状腺激素水平下降并维持在一个

较低的水平 ( B ray et al. , 1982). 变态初期,蝌蚪的

生长发育不受甲状腺激素调节; 而变态前期和变态

高潮期,其生长发育直接由甲状腺激素调控 ( Dodd

et al. , 1976 ). 当甲状腺激素水平发生改变时, 蝌蚪

也相应地发生一系列形态及生理变化. 同时, 甲状

腺激素水平也受许多因素的调节,其中任何一个因

素发生变化都可能影响到甲状腺激素水平, 进一步

影响爪蟾的变态发育过程. 反过来, 非洲爪蟾的变

态发育就可以反映出甲状腺系统受到的干扰作用.

如果在变态前期或变态高潮期给予非洲爪蟾甲状

腺激素或有甲状腺激素作用的甲状腺干扰物处理,

将会诱导变态提前发生或促进变态过程, 如前腿提

前展开,尾提前完全吸收, 从前腿展开到尾完全吸

收的时间缩短等. 相反, 如果在变态前期或变态高

潮期给予非洲爪蟾甲状腺激素抑制剂处理, 将会延

缓变态发生或抑制变态过程, 如前腿延迟展开, 尾

延迟吸收, 从前腿展开到尾完全吸收的时间延长

等.因此, 根据非洲爪蟾变态过程中形态的变化可

以评价甲状腺干扰物的甲状腺干扰作用.

伴随着由甲状腺激素调控的变态发育过程, 非

洲爪蟾的甲状腺组织学结构也呈现出一个变化过

程.甲状腺原基出现在 40~ 43阶段, 到 45阶段甲状

腺为一簇细胞群, 48~ 49阶段开始形成滤泡结构,

随后胶质和吸收囊泡出现, 滤泡结构发育完整, 由

外围单层排列的滤泡细胞和中间的胶质组成. 到 53

~ 54阶段每个甲状腺大概有 20个滤泡, 此时开始

分泌甲状腺激素. 随着甲状腺的进一步发育, 滤泡

体积逐渐增大, 滤泡细胞由扁平状变为柱状, 高度

不断增加.到变态高潮期的 62阶段时,胶质最多, 滤

泡细胞高度最高, 此时分泌甲状腺激素的能力最

强. 62阶段后滤泡逐渐回缩,胶质变少, 滤泡细胞高

度变小直至成扁平状. 在甲状腺发育过程中, 某些

甲状腺干扰物可能通过直接影响甲状腺的发育干
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扰甲状腺系统. 因此, 可以根据非洲爪蟾甲状腺的

形态、组织学结构以及甲状腺激素的水平来评价甲

状腺干扰物的干扰作用.

甲状腺激素调控非洲爪蟾变态发育过程由甲

状腺 激素 信号 途径 ( thyro id ho rmone-signa lling

pathw ay)介导:甲状腺激素进入靶细胞,与细胞核中

TR结合为复合物, 然后与变态相关的靶基因的 TR

反应元件 ( thyro id ho rmone response elemen,t TRE )

作用, 调控靶基因的表达, 最终影响变态发育的过

程 ( Shi et al. , 2002) . 理论上,某些甲状腺干扰物

可通过影响这一甲状腺信号途径实现甲状腺干扰

作用. 因此, 可以根据非洲爪蟾变态过程中 TR或其

它靶基因的 mRNA表达来评价甲状腺干扰物的内

分泌干扰作用.

甲状腺合成分泌甲状腺激素受下丘脑-垂体-甲

状 腺 轴 ( H yphthalamus-Pituitary-Thypo id G land,

HPT) 调控.在某些生理因子或环境因子的作用下,

下丘脑 分 泌 促 肾上 腺 皮 质 激 素 释 放因 子

( co rt icotroph in-releasing factor, CRF)和促甲状腺素

释放激素 ( thyrotrop in-releasing hormone, TRH ).

CRF从下丘脑分泌出来以后,被运送到垂体与特异

性受体结合, 刺激垂体分泌促甲状腺素 ( thyro id-

st imu lating hormone, TSH ), TSH 到达甲状腺并与特

异性受体结合, 从而诱导甲状腺分泌甲状腺激素

( Yen, 2001; M anzon et al. , 2004; Tata, 2006 ) .

TSH也可能是甲状腺干扰物作用的一个靶环节.因

此,其 mRNA的表达也可以作为评价甲状腺干扰物

的内分泌干扰作用的一个终点指标.

综上所述,非洲爪蟾是评价甲状腺干扰作用的

良好模型动物. 目前, 国外已有实验室以非洲爪蟾

为模型动物开展甲状腺干扰作用的研究. 加拿大维

多利亚大学生物化学与微生物学院 He lb ing

(H elbing et al. , 2007)教授领导的小组对非洲爪

蟾作为一种研究甲状腺干扰作用的模型动物的可

行性进行了一系列的研究.德国柏林洪堡大学生物

学院内分泌系 K loas教授 ( Opitz et al. , 2006)带领

的团队对用非洲爪蟾来研究甲状腺干扰作用的方

法学进行了探讨.国内也有实验室已开展这一领域

的工作 ( Q in et al. 2006; Zhou et al. , 2007) , 但研

究基础还很薄弱.下面就非洲爪蟾用于评价甲状腺

干扰作用的方法学的发展和应用作进一步的

介绍.   

2 非洲爪蟾用于评价甲状腺干扰作用的方法学及

其应用 (M ethods and app lication ofX enopus laevis

in evaluat ing thyro id disrupt ion)

2. 1 变态速度 /时间

非洲爪蟾的变态发育过程受甲状腺激素调控,

如果甲状腺干扰物影响到甲状腺激素水平的变化,

很有可能会通过变态发育的速度 /时间表现出来,

所以反映变态发育速度 /时间的终点指标可用来评

价甲状腺干扰作用.

2. 1. 1 尾吸收试验  尾吸收是两栖动物变态发育

的重要特征,尾吸收速度可一定程度上标记变态发

育的速度.基于此 Fort等发展了一种 14d尾吸收试

验,用来研究甲状腺干扰物的干扰作用. 该试验用

测试物暴露 60阶段的非洲爪蟾蝌蚪,直至尾完全吸

收,分别在第 63、64、65和 66阶段测量尾部长度, 用

尾吸收速度作为终点指标来研究测试物的甲状腺

干扰作用. Fort等用此方法对美国明尼苏达州的几

个水样进行测试, 结果发现, 所测试水样抑制了蝌

蚪尾的吸收 ( Fort et al. , 1999; Fort et al. , 2000) ,

显示该测试水样可能含有甲状腺干扰活性的物质.

该研究证实蝌蚪尾吸收可作为研究甲状腺干扰作

用的一个方法.

离体条件下爪蟾蝌蚪的尾在甲状腺激素的作

用下也可被吸收 ( Shaffer, 1963; Furlow et al. ,

2004) .因此,已有学者利用爪蟾蝌蚪尾体外吸收试

验来研究甲状腺干扰作用. Iw amuro等 ( 2006)体外

培养 52 ~ 54阶段的非洲爪蟾蝌蚪的尾, 发现在

10
- 7
mo l# L- 1 T3的作用下, 尾会随培养时间的延长

不断被吸收变短. 在这一试验体系下, Iw amuro等还

研究了 BPA ( 10
- 7
、10

- 6
和 10

- 5
mol# L- 1 )的甲状腺

干扰作用.结果发现, BPA能够抑制甲状腺激素诱

导的尾的吸收, 而 BPA单独暴露不影响尾的吸收.

这一结果表明, BPA没有直接的甲状腺 /抗甲状腺

激素活性,但可通过抑制甲状腺激素作用产生甲状

腺干扰作用. Schriks等 ( 2006) 用尾体外吸收试验

研究了溴系阻燃剂的甲状腺干扰作用, 发现

BDE206 有甲状 腺抑制 作用, 六 溴环十二 烷

(HBCD )有甲状腺促进作用.

2. 1. 2 累积变态率  某一时间段内变态成蛙的累
计百分率可以反映变态发育的速度. Gut leb等

( 2000) 利用这一指标研究了 PCBs的甲状腺干扰

作用.通过将 49阶段的爪蟾蝌蚪食物暴露 10d, 再

用干净的饲料继续饲养 46d, 并从暴露后第 25d起
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每两天计算变态成蛙的累积百分率直至暴露结束,

统计分析各实验组间的差异. 结果发现, 作为阳性

对照的甲硫咪唑 (MM I)暴露组变态成蛙的时间明

显被延迟. 同样, 2 mg# kg- 1剂量的工业 PCBs

( C lophen A50)也延迟了蝌蚪的变态发育. 研究证

明, PCBs对非洲爪蟾有甲状腺干扰作用,同时也说

明反映蝌蚪变态速度的累积变态率 (变态成蛙时

间 )可以作为研究甲状腺干扰物的指标. B alch等又

将这一指标变通为累积变态率为 50%时的时间,进

行甲状腺干扰物研究 ( Balch et al. , 2006). 结果发

现,一定剂量的 BDE47、BDE99和工业 DE- 71能够

延迟变态成蛙的时间,说明这些 PBDE s具有甲状腺

干扰作用.

2. 1. 3 累计前腿展开率  前腿展开 ( 58阶段 ) 是

变态发育过程中一个明显的形态学变化, 同变态成

蛙的累计百分率一样, 某一时间段内的累计前腿展

开率也可以反映变态发育的速度. Opitz等 ( 2006)

将 51阶段的非洲爪蟾蝌蚪半静态暴露于不同浓度

的甲状腺抑制剂乙烯硫脲 ( ETU ) 中 90d,通过分析

暴露后 20 ~ 90d间的累计前腿展开率, 发现 25

mg#L- 1的 ETU明显延迟了蝌蚪的前腿展开时间,而

50 mg#L- 1暴露组中所有的蝌蚪到暴露结束时无一

展开前腿. 该研究显示, 反映蝌蚪变态速度的累计

前腿展开率 (前腿展开时间 )可以用来研究甲状腺

干扰作用.

2. 1. 4 某一时间点上发育阶段的分布  某一时间

点上爪蟾蝌蚪所处发育阶段的分布也能反映变态

发育的速度, 可用来研究甲状腺干扰物的干扰作

用. D eg itz等 ( 2005) 用这一指标研究了甲状腺激素

和甲状腺抑制剂丙基硫尿嘧啶 ( PTU ) 对爪蟾变态

发育的影响. 实验将 51阶段和 54阶段爪蟾蝌蚪暴

露在不同浓度的甲状腺激素 T4 ( 0. 25~ 4. 0Lg# L
- 1
)

或 PTU ( 1. 25~ 0 mg# L- 1 ) 中, 分别在暴露 21d和

14d时检查蝌蚪所处的变态阶段. 结果显示, T 4明显

加快了爪蟾蝌蚪的生长发育速度,而高剂量的 PTU

明显抑制了爪蟾蝌蚪的变态发育. 同样, Zhang等

( 2006) 设计了类似的研究, 将 54阶段的蝌蚪进行

甲状腺激素处理 14d, 通过比较甲状腺激素处理与

未处理蝌蚪所处的发育阶段的不同, 发现甲状腺激

素明显加快了蝌蚪的变态发育. 这些研究显示, 某

一时间点上爪蟾蝌蚪所处的发育阶段的分布可作

为甲状腺干扰作用研究的终点指标之一.

Lehigh Sh irey等 ( 2006 )用这一指标研究了

PCB s的甲状 腺干扰作用. A roclor 1254 ( 5, 50

ng#mL- 1 )暴露 48阶段的非洲爪蟾蝌蚪 80d, 分析暴

露结束时爪蟾所处的发育阶段时发现, A roclor 1254

暴露明显地抑制了蝌蚪的变态发育. F reeman等

( 2005)用相同的方法研究了除草剂阿特拉津对爪

蟾变态发育的影响,结果发现, 100Lg#L- 1的阿特拉

津暴露就能延迟非洲爪蟾的变态发育. 因此, 研究

人员推测阿特拉津可能有甲状腺干扰作用.

2. 2 甲状腺发育

有关鼠的研究显示, 有些甲状腺干扰物可能会

通过影响甲状腺发育干扰甲状腺系统,表现为甲状

腺整体形态、组织学形态发生变化或甲状腺激素水

平发生变化. Deg itz等 ( 2005)报道了甲状腺抑制剂

MM I和 PTU暴露早期非洲爪蟾蝌蚪 ( 54阶段 )所导

致的甲状腺代偿性增生, 形态上表现为甲状腺增

大,组织学结构上表现为甲状腺滤泡细胞肥大增生

和胶质收缩. Op itz等 ( 2006)的研究显示,另一种甲

状腺抑制剂 ETU ( 1. 0~ 50mg# L- 1 ) 同样能引起非

洲爪蟾的甲状腺代偿性增生, 并呈明显的剂量-效应

关系.由于整体形态和组织学结构的变化相对比较

稳定,一旦发生改变, 在短时期内不容易恢复, 而且

组织学技术相对比较简单, 经固定、脱水、包埋、切

片和染色等步骤后即可在显微镜下观察分析. 对非

洲爪蟾来说,其甲状腺容易观察并便于获取, 因此,

爪蟾的甲状腺形态学和组织学结构适合被作为评

价甲状腺干扰作用的终点指标.

甲状腺滤泡细胞吸收碘是甲状腺合成甲状腺

激素的一个重要环节, 抑制碘的吸收就会导致甲状

腺激素分泌下降 (W o lf,f 1998; C apen, 1994) .研究

显示,两栖动物、鱼类以及哺乳动物等进行高氯酸

盐暴露能够抑制碘的吸收, 从而产生甲状腺干扰作

用 ( M iranda et al. , 1996; Sig lin et al. , 2000;

Go lem an et al. , 2002a; Go leman et al. , 2002b;

PatiÌo et al. , 2003) . T ietge等 ( 2005)用高氯酸盐

暴露爪蟾蝌蚪并对甲状腺组织学切片进行分析. 结

果发现, 16Lg#L- 1高氯酸盐导致甲状腺滤泡细胞肥

大增生, 胶质收缩等; 63Lg# L- 1高氯酸盐导致甲状

腺滤泡细胞进一步肥大增生, 胶质收缩的更多.

本实验室的相关研究也证实了长期暴露于 2~

20Lg# L- 1 A roclor 1254能够诱导非洲爪蟾蝌蚪甲状

腺发生组织学结构的改变. 爪蟾蝌蚪从胚胎起开始

暴露于 0. 4、2、10和 20Lg# L- 1的 A roclor 1254溶液,

直至蝌蚪变态发育结束. 对甲状腺组织胶体所占的
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比例以及滤泡细胞的高度进行定量测定分析.结果

显示, 非洲爪蟾蝌蚪长期暴露在 2Lg# L- 1以上浓度

A roclor 1254后,其甲状腺组织出现明显的代偿性增

生,表现为甲状腺滤泡扩张、胶体面积减少, 滤泡细

胞增殖和高度增加等, 并且随着暴露剂量的增加增

生症状加剧 ( Zhou et al. , 2007).

2. 3 甲状腺信号途径
TR是甲状腺信号途径中的关键分子.非洲爪蟾

TR有 A和 B两种亚型, 在不同的发育阶段其表达

水平不同,并且其表达水平与甲状腺激素水平密切

相关 ( Kaw ahara et al. , 1991; K anamori et a l. ,

1992; Krain et al. , 2004). 研究显示,外源性甲状腺

激素处理可快速增强爪蟾蝌蚪 TR基因 mRNA的表

达 ( Yaoita et al. , 1990; Kanamori et al. , 1992;

E liceiri et al. , 1994; Furlow et al. , 1999; Sh,i

2000; Krain et al. , 2004) . 某些甲状腺干扰物可能

通过影响甲状腺激素水平或其它途径引起 TR

mRNA表达发生变化. 所以, TR mRNA的表达可以

作为评价甲状腺干扰作用的一种分子标记.

C rump等 ( C rump et al. , 2002)最早用非洲爪

蟾 TR mRNA表达研究了乙草胺的甲状腺干扰作

用,发现 52~ 54阶段的爪蟾蝌蚪暴露 48h后,乙草

胺 ( 10 nmol# L- 1 )明显增强 T3 ( 100 nmo l# L
- 1
)诱导

的 TR mRNA表达, 而乙草胺 ( 10 nmo l# L- 1 )单独作

用对 TR mRNA表达无影响. 该研究显示, 乙草胺可

能通过和 T3联合作用产生甲状腺干扰作用.

Op itz等 ( 2006)就 TR mRNA表达作为研究甲

状腺干扰物的一个指标进行了方法学的研究.通过

比较 T3 ( 1nmo l#L
- 1
) 不同时间暴露诱导的尾中 TR

mRNA表达,确定了暴露 12h或稍后时间段是检测

TR mRNA表达的最佳时间. 为了确定非洲爪蟾 TR

mRNA受甲状腺激素诱导的最敏感阶段, Opitz等将

50 /51、54 /55、58 /59阶段的蝌蚪暴露 T3和 T4 24h,

检测头和尾部组织 TR mRNA表达, 结果显示, 50 /

51阶段的蝌蚪对甲状腺激素更敏感. 该研究还显

示,甲状腺激素诱导 TRB基因表达比诱导 TRA基

因更显著. 在此基础上, Opitz等研究了甲状腺干扰

剂 NH-3和 GC-1对尾 TRBmRNA表达的影响,结果

显示, 10、 50和 250 nmo l# L- 1 GC- 1诱导 TRBA

mRNA表达显著地增加.同时,高剂量 NH- 3 ( 1000

nmo l#L- 1 ) 也能诱导 TRBA mRNA表达.因此, 爪蟾

TR mRNA的表达可以作为一个研究甲状腺干扰物

的终点指标. Zhang等 ( 2006)用此指标研究了 PTU、

MM I和高氯酸盐的甲状腺干扰作用, 发现这些甲状

腺抑制剂抑制脑和尾中 TR mRNA表达.

同体内组织中 TR mRNA表达一样, 体外培养

的爪蟾尾部组织中 TR mRNA表达也可用来研究测

试物的甲状腺干扰作用. Iw amuro等 ( 2006)利用爪

蟾尾体外培养体系研究了 BPA的甲状腺干扰作用,

发现 BPA在体外能够抑制 T3诱导的 TR mRNA表

达, 而 BPA单独暴露不影响 TR mRNA表达. 此研究

表明, BPA能够通过干扰甲状腺激素产生甲状腺干

扰作用.

除 TR mRNA表达这个自然的分子标记外, 最

近还有学者建立了转基因体系以检测在甲状腺信

号途径中起作用的甲状腺干扰物.通过转基因技术

将 TRE与绿荧光蛋白基因或荧光素酶基因一同转

入非洲爪蟾蝌蚪胚胎或细胞系内,使其在甲状腺激

素或抗甲状腺激素的作用下, 通过甲状腺信号途径

表达绿色荧光蛋白或荧光素蛋白;然后通过检测荧

光强弱反映测试物甲状腺激素活性或抗甲状腺激

素活性的强弱.这些转基因的非洲爪蟾试验体系已

被用于研究乙草胺、高氯酸盐、酞酸酯、四溴双酚 A

和 BPA等环境物质的甲状腺干扰作用 ( Turque

et al. , 2005; Sug iyama et al. , 2005a; Sug iyama

et al. , 2005b; F ini et al. , 2007) .

2. 4 TSH等分子标记的 mRNA表达

TSH是脑垂体产生的糖蛋白类激素,负责调控

甲状腺分泌甲状腺激素. 当甲状腺激素水平下降

时,通过 HPT轴的负反馈调节, TSH水平提高. 相应

地,抑制甲状腺激素合成的甲状腺干扰物可能会通

过负反馈调节提高 TSH mRNA的表达. 因此, TSH

mRNA的表达可以作为研究甲状腺素拮抗物的分子

标志物.

H elbing等 ( 2007)研究了甲状腺激素和甲状腺

抑制剂 MM I、PTU和高氯酸钠对爪蟾蝌蚪脑中 TSH

mRNA表达的影响, 结果发现, T4和 T3暴露不同程

度地抑制了 TSH mRNA 的表达. 高氯酸钠 ( 4

mg# L- 1 )的暴露明显地增强了 TSHB mRNA的表

达,而 MM I ( 100 mg# L- 1 ) 和 PTU ( 20 mg#L- 1 ) 对

TSHBmRNA表达没有显著影响. Opitz等 ( 2006 )

发现另一种甲状腺抑制剂 ETU ( 25和 50mg#L- 1 )

可明显地增强爪蟾脑中 TSH mRNA的表达.这些研

究显示, TSH mRNA表达可以作为研究甲状腺干扰

物的分子标记物. Lehigh Shirey等 ( 2006)用此分子

标记物研究了 A roclor 1254 ( 5和 50Lg# L- 1 ) 的甲
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状腺干扰作用,结果发现,随 Aroc lor 1254浓度的增

加 TSH mRNA表达呈减弱趋势, 证明 A roclor 1254

有甲状腺抑制作用.

除 TSH mRNA外, 另外一些在非洲爪蟾变态发

育中扮演重要角色的分子的 mRNA表达也可作为

评价甲状腺干扰作用的分子标记. 如甲状腺激素转

运蛋白 ( transthyret in, TTR )和甲状腺素脱碘酶 ( D2

和 D3)在蝌蚪尾吸收、肠和脑重塑等变态发育过程

中至关重要, 它们调控着甲状腺激素的合成和转

运.有研究显示, TTR、D2和 D3的 mRNA表达可以

作为一个检测甲状腺干扰物干扰作用的分子标志

物 (Huang et al. , 2001; Ca i et al. , 2004) .

在研究某一测试物的甲状腺干扰作用时,某一

单一指标往往不能说明问题,一般需要结合几种指

标才可有一个比较明确的结论. Op itz等 ( 2005)结

合蝌蚪长度、变态阶段和尾部吸收等终点指标建立

了 一 种 非 洲 爪 蟾 变 态 测 试 法 ( Xenopus

metamo rphosis assay, XEMA ). 该方法以 48~ 50阶段

的爪蟾蝌蚪为材料,暴露测试物 28d,在暴露第 0、7、

14、21和 28d时测量蝌蚪体长和尾长, 观察发育阶

段分布,然后统计测试物暴露组和对照组在变态发

育方面的差异. 在该方法基础上, 经济合作与发展

组织 ( O rganisation for Econom ic Co-Operation and

Developmen,t OECD )推荐使用一套多指标的甲状腺

干扰作用检测方法:爪蟾蝌蚪从 51阶段开始暴露测

试物 21d,首选蝌蚪所处的发育阶段、后腿长度、体

长、体重以及甲状腺组织学结构等终点指标来检测

待测物的甲状腺干扰作用, 另外, 甲状腺激素水平

以及 TRB等基因 mRNA 表达也可以考虑使用

( OECD, 2003; 2004) .

3 问题和展望 ( P rob lems and Perspect ives)

非洲爪蟾变态发育为环境物质甲状腺干扰作

用的评价提供了一个很好的模型, 越来越多的实验

室在开展这方面的研究工作,但这一模型在实际应

用中还存在一些问题.

1)饲养条件造成的个体差异.非洲爪蟾的变态

发育强烈依赖于饲养条件, 在适宜条件 (尤其是适

宜饲养密度 )下, 非洲爪蟾在受精后 58d左右就可

完成变态 ( N ieuwkoop et al. , 1956). 但目前大部分

研究报道的变态时间都很长,一般受精 2个月后陆

续变态成蛙一直拖到受精 3、4个月甚至更长时间才

能全部完成变态. 这给有关变态速度 /时间的数据

统计造成困难; 另一方面, 客观上使同一批实验动

物的不同个体发育到某一阶段时所接受的测试物

暴露时间和暴露量不同, 结果在不同个体上可能出

现不同的毒性效应,给最后的数据分析和结果判定

造成困难. 为克服同一批蝌蚪变态发育的个体差

异, Gu tleb等 ( 2007)用 0. 2%的硫脲处理 50 /51阶

段的蝌蚪,使之同步化停留在 54阶段,除去硫脲后

同步化的蝌蚪可用于甲状腺干扰物的研究. 虽然这

一方法克服了非洲爪蟾变态发育存在个体差异的

缺陷,但由于硫脲本身是一种甲状腺抑制剂, 其对

非洲爪蟾的甲状腺干扰作用可能会影响对测试物

甲状腺干扰作用的研究. 因此, 本研究组不建议使

用,根据本研究组积累的实验经验, 通过优化饲养

条件尤其是减少饲养密度, 可使同一批蝌蚪基本同

步发育,减少个体之间的差异.

2)饲养条件本身对甲状腺系统和变态发育的

干扰.两栖动物变态发育直接由甲状腺激素控制,

而甲状腺激素系统又受 HPT轴调控, 光线、水质和

营养状况等环境因素可通过干扰 HPT轴影响甲状

腺系统和变态发育.如暗光条件会延迟两栖动物变

态,光线和周围背景会影响黑色素的生成, 而黑色

素能促进变态 ( Rose et al. , 1998; Denver, 1998) .

这些饲养条件可能会因为影响甲状腺系统和变态

发育而干扰到对测试物甲状腺干扰作用的研究.

3)不同实验室间实验方案的差异. 目前, 非洲

爪蟾在甲状腺干扰物研究中所使用的评价指标基

本一致, 但各实验室间所采取的实验方案存在差

异,如暴露方式和暴露起始时间 (阶段 )等各有不

同.所以, 不同实验室得到的数据往往不一致甚至

相反.如有研究报道 100Lg# L- 1的阿特拉津暴露能

延迟非洲爪蟾的变态发育 ( F reeman et al. , 2005) ,

但 Su llivan等 的研究显示, 320Lg# L- 1阿特拉津暴

露对非洲爪蟾变态发育没有明显影响 ( Su llivan

et al. , 2003).

综上所述,为促进非洲爪蟾在甲状腺干扰物研

究中的应用,今后应从饲养条件和实验方案等环节

大力开展标准化研究, 以提高不同实验室间研究结

果的科学性和可比性.
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