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摘要：运用斑马鱼基因芯片技术和实时定量 *-BC1* 方法，从分子水平上研究了双酚 .（DC.）对斑马鱼的毒性作用机制 4试验

将受精后的斑马鱼胚胎在 $> @、"> @ 和 A> @ 7= E / DC. 暴露 F G，基因芯片并经实时定量 *-BC1* 验证检测出 @$ 个特异基因表

达上调或下调、并呈显著的剂量B毒性效应（ ! H $> $@）4这些差异表达基因的发现证明 DC. 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 4
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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［"，#］4 环境毒理学中常用
的标准生物模式种斑马鱼有 #@ 条染色体，基因全长
"> ? VD，有"$$ $$$个基因，基因的保守性与人类基
因组相比约为 c$d 4 #$ 世纪 J$ 年代初斑马鱼开始
被用于混合化学物的急、慢性毒性检测［!］4 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［A K c］4 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［?］4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 4
环境 内 分 泌 干 扰 物（ 9<G2Q68<9 G8^6L‘]8<=

QN978Q53^，&R1^）所引起的危害在我国也日益受到
重视［F］，国家环境保护“十一五”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 4 双酚 .（ 1"@ ;"c +#，DC.）作为一种生产聚碳酸
（C1）树脂和环氧树脂（&C）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［J，"$］4 国
内外研究证明 DC. 能够转化成 R’. 加合物，具有
潜在的遗传毒性和胚胎毒性［""，"#］4

DC. 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 4 DC. 制品在使用过程中其单
体的溶出也是环境中 DC. 的来源之一［"!］4 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 DC. 溶出［"A］4 环境中
DC. 大 都 以 低 浓 度 长 期 暴 露 4 S0 &C.（ S0
&<_862<79<]53 C62]9Q]82< .=9<QZ）规定［"@］人体安全摄
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食 #$" 的量为 %& !’·（(’·)）* +，假设 ,& (’ 的人
每天饮用 - . 水，则饮用水中 #$" 的安全浓度为
+/ % 0’ 1 .2对于这个“安全标准”国内外很多科学工
作者提出了质疑［+, 3 +4］2
本研究将受精后的斑马鱼胚胎在 &/ %、+/ % 和

5/ % 0’ 1 . #$" 暴露 6 )，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 #$" 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 2

!" 材料与方法

!# ! 7 试验生物
实验室自养成年斑马鱼（雌雄比 +8 -）饲养于水

族箱中，每日喂食活虾芽苗（ 9:;<= >?:;0@>，AB:C)
"DEFG==)>，HI"）一次，（-, J +）K、光照 1黑暗周期
（+5 1 +&）条件下控制培养 + 个月开始收集鱼卵 2 饲
养用水经生物过滤器过滤并充分曝气，@L 值保持
6/ & 左右 2
!# $ 7 试剂
双酚 " 购自 I;’0FM"C):;N? 公司（ HI"），优级

纯 2称取一定量 #$" 粉末溶于培养液（双蒸水配置
的 ,& 0’ 1 .海盐溶液）中，加入少量无水乙醇助溶
（实际染毒溶液中乙醇的浓度不超过 &/ &+O），配制
好的 +& 0’ 1 . #$" 溶液作为储备液待用 2
!# % 7 暴露
试验设置了空白试剂对照组、&/ %、+/ % 和 5/ %

0’ 1 . #$" 暴露组 2 每组挑选出完整健康的鱼卵 %&
枚，置于直径 +& N0 的表面皿中，用胶头滴管小心吸
干残留的水分，再加入 #$" 溶液 %& 0.，置于光照培
养箱中培养，每日更新- 1 !体积的溶液，暴露 6 ) 后
取出 2
!# & 7 PQ" 提取
利 用 R:;SBC（ T<U;V:B’=< .;G= R=N?<BCB’;=>，

WF:C>9F)，W"，HI）方法从 %& 条发育 6 ) 的仔鱼中提
取 PQ"，测定样品在 -,&、-6& 和 -!& <0 的吸收值，
确定 PQ" 的浓度和质量 2 PQ" 的质量要求 !-,& "
!-6& X +/ 4 和 !-,& " !-!& X +/ 62采用 +O的琼脂糖凝胶
以 &/ % Y R#Z 为电泳缓冲液，,& [ 下电泳检验 PQ"
质量 2每个样品设 , 个平行，提取的 PQ" 一部分用
于斑马鱼芯片分析，另一部分用于实时定量 PRM
$WP 分析 2
!# ’ 7 斑马鱼基因芯片
研究所用斑马鱼芯片含有总共-- &&&个寡核苷

酸（,% 0=:）片段，包括基因库（\=<#F<(）从斑马鱼
的 0PQ" 和表达序列标签（Z>V）发现的全部基因 2
其中+, 5&&个探针由 WB0@E’=<（HI"）公司设计，其
余的由新加坡基因组研究所（ \=<B0= T<>V;VEV= BG
I;<’F@B:=，\TI）设计，芯片合成由 \TI 完成 2
按照 "0;<BFCC]CM)HR$（ I;’0FM"C):;N?，HI"）方

法将 +& !’ 上述总 PQ" 反转录成 N^Q"2 用荧光染
料 W]!（"0=:>?F0，HI"）标记 :=G=:=<N= PQ"，用 W]%
（"0=:>?F0，HI"）标记各组样品 PQ"，与上述基因
芯片进行 +, ? 过夜杂交（_"HT，HI"）2 杂交技术后
清 洗，用 \=<=$;‘ 5&&&# 芯 片 扫 描 仪（ "‘B<
T<>V:E0=<V>，HI"）对杂交结果进行扫描，用 \=<=$;‘
$:B 5/ & 图形分析软件（"‘B< T<>V:E0=<V>，HI"）进行
分析，用 CBa=>> 算法将数据进行标准化 2 W]% 1 W]! 的
比值 X - 或 b &/ % 认为基因表现出显著差异 2所得数
据与 0"9) 数据库和 \=<= c<VBCB’] 数据库进行比
对 2设计引物，用实时定量 PRM$WP 对所发现的 !&O
的 0F:(=: ’=<= 进行验证 2
!# ( 7 实时定量 PRM$WP
取 ! !’ 上述总 PQ"，按照常规方法反转录成

N^Q"（ T<U;V:B’=<，HI"），用于实时定量 PRM$WP 分
析 2引物设计采用 $:;0=: $:=0;=: %/ & 软件，详细资
料如表 + 所示 2
利用 .;’?VW]NC= 56&（PBN?= "@@C;=) IN;=<N=）设

备及配备的试剂盒（PBN?= "@@C;=) IN;=<N=）进行实
时定量 PRM$WP 分析 2 反应参数为首先在4%K预反
应 % >；其次从4%K、+& > 变成,&K（退火具体温度与
所用引物有关）、+& >，然后d-K、% >，循环 !% 次；最
后在 $WP 反应完成后进行裂解曲线程序 2 扩增结束
后，由 .;’?VW]NC= 56& 自带软件分析数据 2 每个样品
设 , 个平行，以 "M"WRTQ 为内参、- * $$WR方法计算

相对表达量 2
!# ) 7 统计分析
每个试验组设 , 个平行样 2 采用 I$II+!/ & 软

件，组内进行 >VE)=<VM# 检验，并用标准误差 I^ 表
示；组间用 B<= aF]M"Qc[" 检验，$ b &/ &% 表示有显
著差异 2

$" 结果与分析

$# ! 7 基因芯片
本次试验所使用的基因芯片含有-- &&&个斑马

鱼基因 2 将各个染毒组特异基因与试剂对照进行
#MR=>V检验，发现 %& 个特异基因表达上调或下调、并
呈显著的剂量 M毒性效应（ $ b &/ &%）2 经过 0"9) 数

4&6
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表 !" 待测基因引物序列

$%&’( #! )*+,(* -(./(01(- 23 4%*5(4 5(0(-

序号 基因序号 基因名称 引物序列 扩增长度 6 &7

# 89:;;<=# !>8?$9@
A2*B%*C：8$DD8$D8$D888$$D??D?
E(F(*-(：8D$$DD$D8?88$8??D$D?

;<<

; 8A"GH=;I ?JK@9
A2*B%*C：D?$?$DDD88$$$$8DD8?$?8$$D
E(F(*-(：$$$$8?8?$D?$D?$D8??D

#L"

" ?MG:LGI= ND?：#G"#:;
A2*B%*C：??D8$D$D$D8DD$$D8$$$$8$D
E(F(*-(：$??$D$D$D88$$$?$D$DD$?

#LG

= 8A<"<GL< ADAI8
A2*B%*C：D$8D8D8?8D8?8?8$$$DDD8D$?
E(F(*-(：8D??$$?D$8?$$?8?8$$?$D

#I=

G 89=":=#H )8O;P
A2*B%*C：DD$$$?$D$D???8D8$?8?$?
E(F(*-(：8$D???88$D8??8D8$D$?

#"#

L P?<:L=G" ND?：H#IHG
A2*B%*C：8??D$?8D?8$DD8D8?8D$88?
E(F(*-(：D?$?8D$D88D88D$8D8DD8?$D

#G:

: PQ#IG"IH ?RE);P)
A2*B%*C：D$?$D$88DD888DDD$$$$8$?8D
E(F(*-(：88$?$?$D8D8D?888?D?8D

#:G

I 8SGLLHG= $PT8R#
A2*B%*C：D$D$$888?DD$?8D$$$?$D?
E(F(*-(：??$$DD?$$?$DD8D$D88?

#"<

H 8S##G:I< R$8U;
A2*B%*C：?8DD$8$DDD8D$?$D88DD?8D
E(F(*-(：$DDD$$D?$D$$D?$D$?8D

#;H

#< P?<G""#" R)=
A2*B%*C：D$?8DD8$DDDD$?888D$$?8D$?
E(F(*-(：DDD$?D?$D$$D$$$?$D??

#HL

## ?M=IL=L# ND?：##;"":
A2*B%*C：$8$888???88?8D8DD8D$?$D?
E(F(*-(：?D8$D88DD?D$8D?D$$$D

#:I

#; 89L=##=<
R9： ?V;##>
#G=WLX ;

A2*B%*C：8$8$$?8$?$D$??8?D?8?8?
E(F(*-(：$??$$?$D88??D?$$??$?

#H=

#" 8Y<:<;;H ZDE;8
A2*B%*C：??8?????$$8?8??$D$8D
E(F(*-(：8?$D??8$D$$D$???$$$D

#H:

#= P?<=H=:< 8)WZP
A2*B%*C：8??$8?8?8?D?888?$D88D888?
E(F(*-(：8$D$8$DD?$DD888?DD$?

#=<

#G P9L:;;;H @?J#
A2*B%*C：8$D$DD?D$$$D$?$$D$D$?$D
E(F(*-(：$D8$?$$?$$D$DD8??8$?D

#:=

#L P?<:L"=" ?8J?8
A2*B%*C：?8D88D8D8D??$D$88?8?DD
E(F(*-(：?88$?888D8DD88?$D$DD8?

;#"

据库和 D(0( W042’25[ 数据库检索分析发现，根据功
能区划，P)8 引起的 I C 斑马鱼仔鱼主要 L 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 P)8 特有的氧化性特
性和内分泌干扰特性（图 #）X

P)8 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 X其中，氧化还原相关基因
P?OKV8、VRK#:P= 下调而 $PT8R# 上调 X荷尔蒙活
性相关基因 ?8J?8 和 ?Y)#T#; 的表达都显著增
强，证明 P)8 具有内分泌干扰特性 X 试验发现信号
集合和传递活性相关基因（ )$O;\ # 和 ND?#<<H""）
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（ 8K8QH、ND?IG:;G、8)WZP 和
@?J#）的表达增强 X 钙离子、锌离子和铁离子，它们
都是生物所必须的营养元素 X 试验结果 P)8 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 P)8 能够刺激生物对这些离子的结合 X
P)8 的遗传毒性在基因芯片中主要表现在对

K@8、E@8、8$)、D$) 等 核 酸 物 质 的 加 合
（ %CC+4+20）X在选择研究的核酸加合相关的 #L 个基
因中，#< 个表达受到抑制，L 个表达增强，并且都有
显著的剂量效应关系，#= 个基因在 #\ G ,5 6 J P)8
下差异显著 X这些具有相似功能的基因在 P)8 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 X 但不管怎样，
P)8 能够影响核酸物质的加合，从而造成遗传
毒性 X

P)8 能够显著影响斑马鱼仔鱼神经系统的发
育，选择研究的 = 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 X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 #\ G ,5 6 J P)8 下表现出显著差异 X P)8

<#I
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#$% 空白试剂对照组；#&% ’% ( )* + , -." 染毒组；#!% $% ( )* + , -." 染毒组；#/% /% ( )* + , -." 染毒组 0 1233 #&4#$、1233 #!4#$ 和

1233 #/4#$ 分别表示基因在 ! 个暴露浓度组的表达量均值与其在空白对照组（#$）表达量均值的差值

图 !" #$% 中暴露 & ’ 斑马鱼基因芯片数据

52*0 $6 7289:;99;< =;>; :3 ?@A9;32BC @DE:B@= >: -." 3:9 F =;<B（ ! G H）

还能够作用于斑马鱼仔鱼体内的代谢转化 0 如表所
示，脂肪酸相关基因（ 5"-.I"）和蛋白氨基酸磷酸
化相关基因（"#JK$-、.LM&% $、#NOM$1M、"ML&,
和 .P7$）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 0
() ( 6 实时定量 KL4.#K
基因芯片试验过程中存在以下 ! 个主要误差：

!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；"试验中所用的参照 )KO" 是成
鱼和幼鱼的混合物（成鱼雌鱼 Q 成鱼雄鱼 Q F = 仔鱼
)KO" 量 G $Q $Q !），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 )KO" 而言，不是绝对量；#芯片扫描的过
程中，需要 #<! + #<(（目的样品 +参照样品）的值大约
在 $ 左右，但是不可能全部达到 $，而且扫描一片芯
片需要 ’% ( C 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 0因此，基因芯片的结果需要实时定量 KL4.#K 的

验证 0
试验随机选取了上述表中功能基因的 $( 个

（共 (’ 个，占 !’R）进行结果验证 0 由表 & 可得，$(
个基因在基因芯片和实时定量 KL4.#K 的结果是一
致的，大部分基因在实时定量 KL4.#K 的表达量
更高 0

*" 讨论

前期试验发现，-." 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 S 血流障碍 S
心包囊水肿 S 尾畸和脊椎弯曲［&’］0 组织切片发现
-." 能使斑马鱼肝脏细胞明显受损（如图 & 所示）0
代谢组学发现 -." 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 0
这些试验指标除了 &/ C 血流障碍是在斑马鱼

胚胎发育 &/ C 后观察到的以外，其他的都是胚胎暴
露 F = 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 0 而基因芯片所得到的

$$F
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! ! ! 表 !" 基因芯片结果的实时定量 #$%&’# 验证#）

$%&’( )! *+%,-.-%-./( 0(%’1-.2( 3$1453 /%’.6%-.7, 78 2.907%00%: 0(;+’-;

基因序号 基因特征 结果
<.88

5)15#
<.88

5"15#
<.88

5=15#
!1$(;-
5)

!1$(;-
5"

!1$(;-
5=

>?"@A=)B 5C<DE F GH =A" @ GH A## @ GH ="I A () ((! * () ((! + () *!, (
3 J GH B=A = #H KGA B )H BIK A GH ")) = () ((- . () ((( !

5L@IK@B= MN5：#@"#I) F GH "@@ = GH I)@ G GH A#@ @ () (*! / () ((( 0 () (,. +
3 GH B)I K #H #GI # #H =BK # () (*. ( () ((, ( () ((( +

>?G"G@KG ?N?B> F GH #K) ) GH @=@ ) GH ))I # () (*/ . () ((* ( GH )IG K
3 J GH ))A I GH =I" I GH ")A A GH KB" = () (!! . GH #"K )

>E="I=#A 4>O)P F J GH GK# # GH =IA B GH @)G @ GH @B# K () ((, ! () (,/ ,
3 J GH )K) " GH ="B # GH I)K " GH =B" G () (!, ( () ((* 0

P5GIK=@" MN5：A#BA@ F GH "#K A GH @B@ K GH IBA " () ((* / () (0* ! () (/1 ,
3 #H G@@ A GH A@) = #H BKI G GH GI= G () (.( . () ((* .

PF#B@"BA 5Q34)P4 F GH B)) " #H GB= " #H G)= I () ((/ 1 () ((+ ! () ((( ,
3 GH ==# I GH "AG ) GH BK# B () ((- , () (*1 . () ((/ !

>R@KKA@= $PS>Q# F GH )IG G GH I@@ K GH KB= = GH )"A # () ((1 ( () (*+ (
3 #H "K" I #H AGK A )H #GG @ () ((( ( () ((( ( () ((( (

>R##@IBG Q$>T) F GH K"I A GH =II B GH ")) B () ((* 1 () (+, , GH "@= B
3 GH #I= " GH )"" @ GH "K@ = GH #K= A GH )GK A () (** 1

P5G@""#" Q4= F GH "=A ) GH "GG = GH @B" " () ((( - () (!! , () (+! +
3 GH B## I GH B=B G #H =)B G () (+1 / () (+! ! () ((+ !

5L=BK=K# MN5：##)""I F GH "A" @ #H GK# K #H #"G = () (+/ + () (++ * () ((( -
3 GH )=G G #H G"# " GH B)K = GH @A) # () (!1 * () (,- 1

>EK=##=G QE：5U)##1#@=VKH ) F GH K)K " GH =)K I GH @II B () (*. , () ((( , () (!( (
3 GH @K) @ GH AI@ B GH @AA I GH G@= = () (*- / () (,( -

>WGIG))A XN3)> F GH "#) = GH =A= A GH @#@ B () (+. - () ((/ 1 () ((+ ,
3 GH AB) G #H ##@ B #H #GB A () ((( + () (,/ 1 () ((, -

P5G=A=IG >4VXP F GH KB# I #H ))# ) #H G#@ B GH G@A ) () (+1 . () ((+ .
3 GH II# G #H )"# = #H =BG I GH GI" " () ((- - () ((* 0

PEKI)))A D5C# F GH K"K = GH IBK G #H ))A I () (++ 0 () (!, ! () ((! (
3 GH BGB A #H #=B # #H G@= " () ((( + () ((* * () ((( (

P5GIK"=" 5>C5> F GH ""= # GH =@) B GH K=A B () ((( 1 GH #"K @ () ((( (
3 #H G@" # #H A#B B GH KA@ G () ((- + () (!0 * () (,! ,

#）F：基因芯片结果；3：实时定量 3$1453 验证结果；5#：空白试剂对照组；5)：GH @ 2Y Z C P4> 染毒组；5"：#H @ 2Y Z C P4> 染毒组；5=：=H @ 2Y Z C

P4> 染毒组；粗体标记的表示与对照相比 " [ GH G@，有显著差异；<.88 5)15#、<.88 5"15# 和 <.88 5=15# 分别表示基因在 " 个暴露浓度组的表达量

与其在空白对照组（5#）表达量的差值，!1$(;- 5)、!1$(;- 5" 和 !1$(;- 5= 分别表示基因在 " 个暴露浓度组与其在空白对照组（ 5#）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

=H @ 2Y Z C P4> 暴露能观察到核仁的破碎和不规则分布

图 !" 2&3 暴露下斑马鱼肝脏毒性表征

?.Y\ )! U(]%-.9 -7^.9.-: 78 P4> -7 _(&0%8.;‘

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 OXNN 软件（aaa\ Y(,72(\ b]）对这些特异
表达基因进行生物学途径分析，如图 " 所示，发现
P4> 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 ) 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 UQ<#IP= 和 P5O<U> 基因的下调有
关，但这需要蛋白组学的进一步研究验证 \

OXNN 分析发现特异表达基因主要涉及到 B 个
信号传导作用途径（ $N?1&(-%、F>4O、X0&P、LXN?、
5%’9.+2、 R,-、 c%O1Q$>$ 和 2$V3 ;.Y,%’.,Y
]%-‘a%:），可能造成变化的生理指标有个体或细胞

)#B



! 期 端正花等：斑马鱼基因芯片技术在双酚 " 毒性机制研究中的应用

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 !" 基因表达与生理指标和代谢组分关系示意

#$%& !’ ()*+,$-./ 0),1)). %).) )234)//$-./ 1$,5 3+,5-*-%6 +.7 8),+0-.-8$9/

成活率、血小板聚集抑制剂（ :;<=）的产量、血管生
成等 &这对应于 => 5 ?:" 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 &
?:" 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 @ 个基因在 A":B 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 > 个基因
表现为下调，= 个基因表现为上调，而这 = 个上调的
基因又与血液相关 & 这 @ 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 ?:" 的作用机制 &

#" 结论

（C）CD E 8% F G ?:" 能引起的 H 7 斑马鱼仔鱼 EI
个基因表达差异（ ! J ID IE）& 证明了低剂量 ?:" 的
遗传毒性效应 &
（=）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 ?:" 特有的
氧化性特性和内分泌干扰特性 @ 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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