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双酚A对暗纹东方鲀幼鱼类固醇合成酶基因表达的影响
张玉晴, 高诗朦, 张鸿业, 高菡, 周忠良
华东师范大学 生命科学学院, 上海 200241

摘要: 为研究环境激素对养殖鱼类性别分化前后的内分泌干扰效应, 分别将孵化后25 d (dph)的暗纹东方鲀(Takifugu obscurus)稚鱼和95 dph的幼鱼暴露于不同浓度双酚A (BPA)(0、50 μg/L、200 μg/L、1 000 μg/L) 3周和2周, 用荧光定量PCR(QRT-PCR)方法检测编码性类固醇激素合成酶及相关因子的基因(STAR、CYP17a、CYP11b及CYP19a)表达。结果显示, BPA诱导了稚鱼STAR、CYP17a和CYP11b表达上调, 且与浓度有正相关, 而CYP19a表达在BPA 200 μg/L和1 000 μg/L浓度下分别暴露3周后显著下调。在幼鱼暴露组中, 雌雄性腺发生不同的应答, 精巢中STAR、CYP17a及CYP11b的表达出现先下调后上调, CYP19a则呈先受抑制后表达升高; 在卵巢中STAR、CYP17a及CYP11b的表达先受抑制, 随着时间的延长基因表达上调, CYP19a的表达受抑制。研究结果表明, BPA通过干扰性别分化初期暗纹东方鲀类固醇激素合成酶及相关因子的表达的而对性别分化产生影响; 通过抑制雄性暗纹东方鲀中类固醇合成相关基因的表达而表现出内分泌干扰效应。对于雌鱼中类固醇合成相关基因的表达的影响则有波动性的变化, 其作用机制仍需要进一步研究。
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鱼类有多样化的性别决定和分化机制。大多数雌雄异体鱼的性别分化除受基因控制外, 环境条件也会有很大影响。然而最终调控生殖细胞分化方向的是性别分化阶段鱼体内雌雄性激素的平衡[1]。研究证明, 这个阶段施以外源雌激素可以诱导稚鱼雌性化[2]; 而用芳香化酶抑制剂处理, 阻断雌激素合成则能产生雄性化诱导[3–4]。因此, 鱼类性别分化阶段受环境内分泌干扰物(EDCs), 可能直接影响鱼类群体性别的比例以及性腺的形成。目前, 关于EDCs对鱼类性腺发育影响的研究报道甚多, 但关于EDCs对鱼类性别分化阶段的内分泌调控影响的研究报道并不多, 尤其是以中国水产养殖种类为对象的研究更少。
双酚A[BPA, 2, 2-二(4-羟基苯基)丙烷], 是合成聚碳酸酯和环氧树脂的原料, 使用广泛, 在河道水域中有较高的残留。已知BPA不仅会影响动物的营养代谢[5], 也是典型的EDC, 影响动物性激素合成和性腺发育。研究表明BPA可诱导斑马鱼( Danio rerio)精巢内源雌激素合成相关的芳香化酶编码基因CYP19a和雌激素受体ERα基因的表达, 抑制CYP17, CYP11b基因的表达, 影响精巢发育[6]; 抑制褐鳟(Salmotrutta f. fario)精巢发育、降低精子质量[7], 使褐鳟、斑马鱼排卵量降低, 并且促使性早熟[7–8]。BPA对成鱼的内分泌干扰有相当多的报道, 而对稚幼鱼生殖内分泌的影响了解甚少。用拟雌激素BPA研究EDCs对稚幼鱼的影响将有助于拓宽人们对EDCs伤害的认识。
暗纹东方鲀是中国长江水域重要的名贵经济鱼类。其性腺的组织学分化发生在孵化后的35~50 d[4], 而编码性激素合成酶的基因表达更早。芳香化酶抑制剂处理可影响暗纹东方鲀性别分化[4]。本研究以暗纹东方鲀稚、幼鱼为对象, 研究不同浓度BPA暗纹东方鲀稚、幼鱼性类固醇激素合成酶基因表达的影响, 探讨EDCs对暗纹东方鲀性别分化及发育可能的影响以及作用机制, 为BPA对环境中野生鱼类种群影响及其评价提供重要的毒理学数据。
1  材料与方法
1.1  实验动物与试剂
暗纹东方鲀孵化后25 d (dph)稚鱼和95 d (dph)幼鱼鱼苗由江苏省中润农业发展有限公司友情提供, 实验前于实验室驯养3 d, 驯养期间每天喂食2次(微粒子配合饲料), 换1/2曝气自来水, 持续增氧, 水体温度控制在(28±1)℃, 光照周期为14 h︰10 h(光暗比)。
双酚A(纯度>99%, Fluka), 二甲基亚砜(DMSO) (上海凌风有限公司), RNAiso Plus试剂(TaKaRa), PrimeScript RT Master Mix Perfect Real Time试剂盒(TaKaRa), DNA maker2000(TaKaRa), SYBR Premix Ex Taq TM试剂盒(TaKaRa)。
1.2  BPA处理和取样
暗纹东方鲀稚鱼(25 dph)暴露实验: 设置3个BPA试验浓度组, 分别为50 μg/L、200 μg/L、1 000 μg/L; 每个浓度组设两平行, DMSO作为溶剂, 试剂对照组DMSO体积浓度为10 μL/L; 暴露试验在30 L的玻璃缸中进行, 放试液20 L, 随机放入实验鱼50尾; 试验条件同驯养条件, 每天换1/2试液, 暴露期为3周。分别于暴露1周、2周、3周时取样, 每次随机取样10尾, 取样时将暗纹东方鲀置于冰面上, 冻僵后取肛门前后各2~3 mm段, 过液氮, 抽提样品总RNA。
暗纹东方鲀幼鱼(95 dph)暴露实验: 浓度设置及条件参照稚鱼组实验。试验在80 L的玻璃缸中进行, 放试液50 L, 随机放入试验鱼50尾, 暴露期为2周。分别于暴露3 d、7 d、10 d、14 d时取样, 每次取样10尾, 取样时将暗纹东方鲀用MS222麻醉后, 置于冰面上, 取性腺, 一侧性腺进行总RNA抽提实验, 另一侧以Bouin液固定后用于组织学研究。
1.3  引物设计
MEST、CYP19a、DMRT1基因引物参照黄波等[4], STAR引物根据GenBank中已有的金头鲷(Sparus aurata, EF640987.1)、黑斑鲀(Tetraodon nigroviridis, CAAE01009112.1)及红鳍东方鲀(Takifugu rubripes, XM_003976066)等; CYP17a参照红鳍东方鲀(NM_001105236.1)、绿鳍马面鲀(Thamnaconus septentrionalis, JQ965765.1)等; CYP11b参照海鲈(Dicentrarchus labrax, AF449173.2), 红鳍东方鲀(XM_003977621.1)等, 根据以上各鱼核苷酸及氨基酸序列设计基因简并引物, 以暗纹东方鲀成熟性腺为模板PCR扩增目的基因片段回收, 送上海生工工程技术公司克隆测序, 所得序列与GenBank核酸数据库中的已知序列进行Blastx同源性分析。得到暗纹东方鲀STAR、CYP17a、CYP11b部分DNA片段, 应用Primer Premier 5 软件设计可行的Real–Time PCR引物, 所设引物序列及产物长度见表1。

1.4  性腺基因Real-Time PCR测定
RT-PCR中使用的特异性引物序列如表1所示, 其中MEST基因是内参基因。
表1  暗纹东方鲀CYP19A, DMRT1, STAR, CYP17a, CYP11b引物及参数
Tab. 1  CYP19A, DMRT1, STAR, CYP17a, and CYP11b primer designing and parameters in Takifugu obscurus
	引物
primer
	引物序列 (5'–3')

primer sequence (5'–3')
	产物长度/bp
length of amplified fragment

	MEST
	F: TCGCTCTTGAGCTGCTTT

R: CGTGGATGATGCGTTTCT
	109

	CYP19a
	F: CCGAGGCTACTTCACCAA

R: GTCCACCTGAGCCAAATC
	185

	DMRT1
	F: CGGCAGGCTCAAGAGGAGGA

R: TGGGACCACAGAAGAAGACGT
	156

	STAR
	F: GAAGACCCAAATAAGACGC

R: CTGTTAGCCATTCGTTGC
	140

	CYP17a
	F : GCTCACTGACGACCATCTC

R : ACTGTCCAGCTCCTCCTG
	145

	CYP11b
	F: AAGAACGGCGAAGAATGG

R: GAGCGAAGCGGAACAGAT
	211


注: F–上游引物; R–下游引物.
Note: F–forward; R–reverse.
Prime Script RT Master Mix Perfect Real Time试剂盒将抽提的RNA反转录为cDNA: 37℃15 min, 85℃5 s。对cDNA进行Real–Time PCR反应, Real– Time PCR反应使用SYBR Premix Ex TaqTM试剂盒, 扩增条件为: 95℃预变性30 s; 95℃ 5 s, 60℃反应 30 s, 循环40次; 65℃ 5 s 至95℃。
1.5  数据分析
计算采用相对定量
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分析方法对所有数据进行分析。幼鱼暴露组参照组织学切片的结果将幼鱼分为雌鱼和雄鱼后分别进行计算。
以平均值±标准误差的形式表示。采用EXCEL处理所有数据。用单因素方差分析进行分析, P<0.05为显著; P<0.01为极显著差异。使用ORIGIN软件绘图。
2  结果与分析
2.1  BPA暴露对暗纹东方鲀稚鱼性腺类固醇激素生成酶及相关因子mRNA表达的影响
2.1.1  BPA暴露对稚鱼性腺STAR及CYP17a基因表达的影响  图1所示为BPA处理暗纹东方鲀稚鱼性腺中STAR基因表达量。暴露时间为1周时, 性腺STAR表达量增加, 其中, 当BPA浓度为1 000 μg/L时增加较对照组有显著性差异; 暴露2周, 各浓度组STAR表达较对照组显著上调, 且与浓度呈正相关; 暴露3周, STAR基因表达量高于对照组, 且1 000 μg/L组上调较对照组有极显著性差异。BPA暴露3周时间内, 暗纹东方鲀稚鱼性腺STAR随着暴露时间呈倒U型变化过程。图2所示为稚鱼性腺中CYP17a基因表达量。由图可以看出, BPA暴露会引起暗纹东方鲀性腺CYP17a表达上调, 且与BPA浓度呈正相关。与对照组相比, 50 μg/L BPA会诱导CYP17a表达上调; 200 μg/L和1 000 μg/L BPA会引起CYP17a表达显著上调。
2.1.2  BPA暴露对性腺CYP11b及CYP19a基因表达的影响  图3 显示了BPA处理的暗纹东方鲀稚鱼性腺CYP11b基因表达量。与对照组相比, BPA暴露使性腺CYP11b表达略有上调, 但暴露1周和2周, 上调较对照组无显著性差异; 暴露3周, 各浓度组性腺中CYP11b的表达量均上调(P<0.05)。图4所示为暴露于BPA的暗纹东方鲀稚鱼性腺CYP19a基因表达量。由图可以看出, BPA暴露1周,
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图1  BPA暴露对暗纹东方鲀稚鱼STAR基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 1  Expression of STAR mRNA in Takifugu obscurus larvae exposed to BPA

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
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图2  BPA暴露对暗纹东方鲀稚鱼CYP17a基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 2  Expression of CYP17a mRNA in Takifugu obscurus larvae exposed to BPA

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
50 μg/L组较对照组CYP19a表达下调; 暴露2周, 与对照组无差异; 暴露3周, CYP19a表达量较对照组下调, BPA浓度为200 μg/L和1 000 μg/L时下调较对照组差异极显著。

2.2  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼性腺类固醇激素生成酶及相关因子mRNA表达的影响
2.2.1  BPA暴露对幼鱼性腺STAR及CYP17a基因表达的影响  由图5可以看出不同浓度BPA暴露3 d、7 d、10 d、14 d暗纹东方鲀幼鱼雄鱼STAR
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图3  BPA暴露对暗纹东方鲀稚鱼CYP11b基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 3  Expression of CYP11b mRNA in Takifugu obscurus larvae exposed to BPA 

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
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图4  BPA暴露对暗纹东方鲀稚鱼CYP19a基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 4  Expression of CYP19a mRNA in Takifugu obscurus larvae exposed to BPA 

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.

基因表达的变化。暴露3 d, 雄鱼STAR mRNA表达显著上调。暴露7 d, 雄鱼50 μg/L暴露组STAR表达量较3 d低, 与对照组持平, 200 μg/L基因表达量较对照组低(P<0.01)。暴露10 d时雄鱼STAR基因表达量变化与7 d时相似。暴露14 d, 3个浓度组STAR基因表达较对照组显著上调。BPA对暗纹东方鲀雄鱼STAR表达影响具有时间效应, 呈U型变化趋势。图6所示为幼鱼雌鱼STAR基因表达的变化。BPA浓度为50 μg/L时, 雌鱼STAR
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图5  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼雄鱼STAR基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 5  Expression of STAR mRNA in male Takifugu obscurus juvenile exposed to BPA

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
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图6  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼雌鱼STAR基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 6  Expression of STAR mRNA in female Takifugu obscurus juvenile exposed to BPA 

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.

的表达与对照组有显著性差异。 200 μg/L和1 000 μg/L BPA暴露会引起雌鱼STAR基因表达的波动, 3 d时, 基因较对照组显著下调, 随后7 d时, 基因表达略有上调, 到10 d时, STAR表达较对照组显著下调, 到14 d时, 基因表达上调。

图7所示为BPA处理对暗纹东方鲀幼鱼精巢CYP17a基因表达的影响。BPA暴露3 d, 各组CYP17a基因表达较对照组略有上调。暴露7 d, CYP17a表达开始下调, 到10 d时表达量均低于对照组, 且除50 μg/L组, 其他组均与对照有极显著性差异。暴露14 d, CYP17a表达开始上调(P<0.01)。BPA会引起雄鱼性腺CYP17a表达呈U型波动。BPA对雌鱼CYP17a表达影响波动较大(图8), BPA浓度为50 μg/L时, CYP17a表达呈倒U型变化。在BPA浓度为200 μg/L和1 000 μg/L组中, CYP17a表达变化较为一致, 呈先下调再上调的波动。
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图7  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼雄鱼CYP17a基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 7  Expression of CYP17a mRNA in male Takifugu
 obscurus juveniles exposed to BPA

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
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图8  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼雌鱼CYP17a基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 8  Expression of CYP17a mRNA in female Takifugu obscurus juveniles exposed to BPA

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.

2.2.2  BPA暴露对幼鱼性腺CYP11b及CYP19a基因表达的影响  由图9可以看出不同浓度BPA暴露对暗纹东方鲀雄鱼CYP11b基因相对表达量的影响。暴露3 d, CYP11b表达量较对照组略有上升, 但无显著性差异, 而后7 d和10 d表达显著下调, 到14 d, 表达量开始增高, 较对照组差异显著。BPA对雌鱼CYP11b表达有先抑制再回升的过程, 且不同浓度之间具有差异性(图10), BPA浓
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图9  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼雄鱼CYP11b基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 9  Expression of CYP11b mRNA in male Takifugu
 obscurus juveniles exposed to BPA

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
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图10  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼雌鱼CYP11b基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 10  Expression of CYP11b mRNA in female Takifugu obscurus juveniles exposed to BPA

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
度为50 μg/L时, CYP11b的表达呈先降低再升高再降低的过程。BPA浓度为200 μg/L时, CYP11b的表达先降低而后则无明显变化。1 000 μg/L BPA使暗纹东方鲀雌鱼CYP11b表达先降低而后升高(P<0.01)。

BPA对暗纹东方鲀雄鱼CYP19a基因表达有先抑制再促进的影响(图11), 50 μg/L时, 3 d、7 d及10 d基因表达无明显变化, 到14 d时, CYP19a表达显著增高。BPA浓度为200 μg/L和1 000 μg/L时, CYP19a的表达呈先下调再上调的波动过程。BPA对雌鱼中CYP19a的表达主要起着抑制的作用(图12), 其中50 μg/L组在第7天时结果显示基因表达量略有增高, 但与对照组无显著性差异, 剩余各组在各取样时间内CYP19a的表达均低于对照组, 其中大部分组检测与对照差异显著。
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图11  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼雄鱼CYP19a基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 11  Expression of CYP19a mRNA in male Takifugu obscurus juveniles exposed to BPA 
In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
3  讨论
3.1  BPA对暗纹东方鲀STAR和CYP17a基因表达的影响
雌激素和雄激素的调节平衡在鱼类性别发育过程中起着决定性的作用, 类固醇激素的前体都是胆固醇, STAR编码的蛋白功能为将胆固醇从线粒体外膜运输至内膜[10]。本实验选择孵化后25 d
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图12  BPA暴露对暗纹东方鲀幼鱼雌鱼CYP19a基因表达的影响
同一时间组内, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
Fig. 12  Expression of CYP19a mRNA in female Takifugu obscurus juveniles exposed to BPA 

In the same group of exposure time, “*”: P<0.05, “**”: P<0.01.
暗纹东方鲀暴露于BPA溶液, 结果显示, BPA暴露暗纹东方鲀性腺STAR表达上调(图1), 并且暴露2周时上调最多。研究发现, 600 μg/L BPA暴露4 d引起STAR在斑纹隐小鳉(Kryptolebias marmoratus)成鱼性腺中的显著上调, 其中在雄性中上调幅度大于雌性[11]。与此相似的是, Liu等[12]研究发现, BPA暴露7 d稀有[image: image14.png]


鲫(Gobiocypris rarus)性腺STAR表达显著上调, 且雄性上调幅度大于雌性。而本实验BPA对孵化后95 d幼鱼暴露14 d结果显示, 雄鱼STAR的表达具有U型影响过程, 而对于雌鱼则也有倒U型的动态影响, 且雄鱼中波动上调及下调幅度要高于雌性, 与文献报道一致。Villeneuve等[13]认为鱼类对于性激素合成中的干扰损伤具有自我修复的能力。BPA等环境内分泌干扰物通过干扰脊椎动物下丘脑–垂体–性腺(HPG)轴从而影响其生殖和发育畸形。而HPG轴本身具有反馈调节平衡的功能, 因此, 在BPA暴露会先导致STAR表达的上调, 而经过一段时间会经过反馈调节从而恢复到一种平衡状态。总体来看, BPA对暗纹东方鲀幼鱼雌鱼及雄鱼的影响具有差异性, 雌鱼较雄鱼对外源雌激素的干扰反应更为迅速, 也会更快恢复至平衡状态。
CYP17a与睾酮的生成相关, 可以控制类固醇的合成。本实验研究发现, BPA可以诱导性别分化初期暗纹东方鲀性腺CYP17a的表达, 对性别分化后精巢及卵巢中CYP17a的表达影响则有明显的波动, 且与STAR的变化具有一致性。Arukwe等[14]认为BPA暴露后, 通过类固醇合成途径从而使得类固醇合成基因的表达具有相互之间的影响。Liu等[12]研究发现, 50 μg/LBPA暴露7 d使稀有[image: image15.png]


鲫精巢CYP17a的表达量降低与雌激素暴露组结果一致, 而卵巢中CYP17a表达量增加, 与雌激素暴露组结果相反。由此可以推断, 雌性和雄性个体对于BPA的干扰其类固醇合成相关基因表达有不同的应答反应, 这可能是由于雌性和雄性内源雌激素量的差异导致对外源雌激素的干扰反应不同。从整个研究时间来看, CYP17a基因表达呈一个动态的调节过程, 且雌性的波动较雄性明显, 由此可见, 环境内分泌干扰物对鱼类的影响结果并不是单一而是较为复杂的变化过程。
3.2  BPA对暗纹东方鲀CYP11b和CYP19a基因表达的影响


11-KT是脊椎动物雄性维持精巢功能及精子发生中的关键因素, CYP11b编码的P45011β是催化其形成的关键酶。对CYP11b的研究发现, CYP11b在尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)中11-KT主要存在于分化后的精巢, 而在性腺分化时期以及卵巢中几乎检测不到[15]。Baron等[16]研究发现雌激素及雄激素均可下调CYP11b在虹鳟(O. mykiss)中的表达。本研究发现, 性别分化初期暗纹东方鲀性腺CYP11b的表达受到BPA的促进, 与文献报道不一致, 其原因可能为CYP11b为11-KT合成的关键酶, 而11-KT主要存在于分化后的精巢, 因此在实验期间CYP11b本身表达量很低, 而暴露组受到外源内分泌干扰后则会促进CYP11b表达。而对于性别分化后期的幼鱼雄鱼中, CYP11b的表达呈先抑制后促进的影响, 在暴露10 d内, CYP11b的表达受抑制, 与文献报道一致, 暴露14 d, CYP11b表达量开始上升。而对于雌性CYP11b的表达也随时间有波动过程。因此, 可以推断, BPA会干扰雄性中11-KT的合成从而对雄性暗纹东方鲀有拟雌激素效应, 而在雌性中也会干扰CYP11b的表达从而打扰干扰性激素平衡的影响。
CYP19a主要在卵巢中表达, 在生物体内主要起着将睾酮转化为雌激素的作用[17]。因此对于CYP19a的研究主要集中在雌性中。人工合成雌激素EE2可以上调大麻哈鱼(Oncorhyn chusketa)中CYP19a的表达[18], 而在稀有[image: image16.png]


鲫和大麻哈鱼中外源雌激素4-壬基酚会抑制CYP19a的表达[19–20]。本实验结果发现, 在性别分化初期, BPA暴露抑制暗纹东方鲀稚鱼性腺CYP19a的表达。对暗纹东方鲀CYP19a基因表达研究显示, CYP19a在稚鱼孵化后16 d开始表达, 雌鱼到44 dph表达达到高峰[4]。在本研究暗纹东方鲀从25 dph到46 dph的这段期间内, BPA则通过抑制CYP19a 的表达从而减少内源雌激素的合成。Sun等[21]对日本青鳉的AI处理后也发现, 在短时间内CYP19a的表达会上升, 而后再出现抑制后平稳的状态。而对于分化后期的暗纹东方鲀BPA处理后结果显示, BPA会抑制雌鱼中CYP19a的表达, 而在雄性中则为先抑制后促进的效应, 这个结果与前面几个基因STAR、CYP17a及CYP11b的结果较为一致。由此可以推断, BPA暴露可以抑制暗纹东方鲀雌激素的合成, 可以得出BPA主要通过干扰雌激素及雄激素的合成及代谢从而起到内分泌干扰效应, 其在暗纹东方鲀的雌激素效应还有待进一步研究。
3.3  BPA对性别分化不同时期性类固醇激素合成的影响
大量研究发现, 不同基因在鱼类性别发育的不同时期对EDCs的敏感性也会不同。对斑马鱼的研究发现, 在胚胎及仔鱼时期对于EDCs更为敏感, 最低效应浓度较成鱼低; 而幼鱼及成鱼时期对EDCs的效应更为明显[22]。BPA作为一种复杂的内分泌干扰物, 对于内分泌的干扰效应也随着浓度变化而具有较大的区别[23]。Guillette等[24]在文献中报道, BPA对性别发育时期的生物干扰具有一个关键时间窗口, 在此期间造成的干扰结果会持续较长时间。本文对于暗纹东方鲀的研究发现, 在性别分化时期, 对于低浓度BPA反应较幼鱼不敏感, 且BPA对类固醇合成相关基因的影响较为稳定持久, 可能是由于稚鱼时期是BPA作用的窗口期; 而分化完成后的幼鱼对于BPA敏感性较高, 且不同浓度BPA对基因表达的干扰也不同。这可能是由于低浓度BPA即可造成干扰效应, 浓度升高后则可通过免疫、新陈代谢及排泄等其他途径对造成的干扰做出补偿效应[25]。BPA对于暗纹东方鲀的内分泌干扰具有浓度二态性。
由以上研究结果我们可以得出, BPA对于性别分化初期的暗纹东方鲀类固醇合成具有干扰效应, 通过诱导STAR和CYP17a的表达从而影响类固醇的合成量, 通过影响CYP11b及CYP19a的表达量从而干扰雌激素及雄激素平衡, 通过研究结果可以说明BPA会通过干扰暗纹东方鲀性别发育初期类固醇的合成从而影响其后期正常的性别发育。而BPA则会通过抑制雄性暗纹东方鲀中类固醇合成相关基因的表达而表现出雌激素作用, 而随着时间变化则会出现补偿效应。对于雌鱼中类固醇合成相关基因的表达的影响则有波动性的变化, 可能是由于外源内分泌干扰物的影响可能启动了下丘脑–垂体–性腺轴的反馈调节, 从而相关基因的表达也会呈现出波动, 而且暗纹东方鲀属于野生鱼种, 缺乏一定的稳定性。本实验缺少对其短时间内及更长时间的基因表达的检测, BPA对于类固醇合成的干扰机制需要进一层次的研究。
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Bisphenol A modulates expression of sex steroid synthetase genes in Takifugu obscurus juveniles

ZHANG Yuqing, GAO Shimeng, ZHANG Hongye, GAO Han, ZHOU Zhongliang

School of Life Science, East China Normal University, Shanghai 200241, China
Abstract: The abundance of Takifugu obscurus, an economically important wild fish species in China, has declined significantly in recent years. Bisphenol A (BPA) is an endocrine disrupting contaminant (EDC) that is ubiquitous in aquatic environments. It interferes with the growth, development, and reproduction of aquatic animals. Under normal conditions, sexual differentiation and reproductive development are controlled by sex hormones (estrogens and androgens) in fish. When present, EDCs upset the balance of hormones in the body and disrupt sexual differentiation. The effects of EDCs vary depending on the timing of exposure. Exposure during the embryo or juvenile stages can affect sexual differentiation and sex organ development. Conversely, exposure during the adult stages interferes with the organs or organ structure. We evaluated the effect of exposure to BPA (0, 50 μg/L, 200 μg/L, or 1 000 μg/L) in T. obscurus larvae (25 days post hatching; dph) and juveniles (95 dph) for 3 weeks and 2 weeks, respectively. We used fluorescent quantitative PCR (QRT-PCR) to quantify the level of STAR, CYP17a, CYP11b, and CYP19a gene expression in the gonads. BPA exposure significantly up-regulated the expression of STAR and CYP17a, up-regulated CYP11b expression, and down-regulated CYP19a gene expression. In juveniles, the expression of STAR, CYP17a, and CYP11b mRNA was first down-regulated and then up-regulated, relative to the control, following a change in CYP19a expression. The effects in the ovary were more complex; BPA initially inhibited the expression of STAR, CYP17a, and CYP11b, but expression later increased significantly. BPA inhibited the expression of CYP19a in the ovary. These data suggest that BPA exposure interfered with steroid synthesis in the early stages of sexual differentiation in T. obscurus. The expression of STAR and CYP17a was up-regulated, thereby increasing steroid synthesis and altering the balance of estrogens and androgens. This change has an effect on sexual differentiation by interfering with the expression of CYP19a and CYP11b. BPA has an estrogenic effect in male T. obscurus by inhibiting steroidgenic gene expression, but there is a compensatory effect over time. Gene expression fluctuates in females, but the mechanism is currently poorly understood.
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