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摘要: 壬基酚(nonylphenol, NP)是一种典型的环境异种雌激素,而 17β-雌二醇(17β-estradiol, E2 )是生物体内合成的天然雌激素。
这 2 种物质都可能对水生生物的内分泌系统产生干扰,进而影响其生殖和发育过程。 为了揭示 NP 和 E2 对水生生物的毒性

作用机制,本研究以子陵吻虾虎鱼为模型,深入探讨了短期暴露于不同浓度雌激素对下丘脑-垂体-性腺轴(HPG 轴)相关激素

水平的影响。 研究发现,子陵吻鰕虎鱼在 E2(浓度分别为 0、1、10、100 ng·L-1 )和 NP(浓度分别为 0、10、100、1 000 ng·L-1 )暴露

下,其促黄体生成激素(lh)水平呈现下降趋势,尤其是在 100 ng·L-1 E2 暴露下更为明显。 促黄体生成激素受体(lhr)在 10 ng·
□ L-1 E2 和 1 000 ng·L-1 NP 暴露下较高。 此外,外源性 E2 和 NP 的暴露使得子陵吻鰕虎鱼血浆中的 E2 水平呈上升趋势,对雌

激素受体 α(erα)的影响有限,但雌激素受体 β1(erβ1)的表达在 E2 和 NP 处理下与对照组相比显著降低。 同时,卵黄蛋白原

□ (VTG)表达量在 E2 和 NP 的作用下显著增加,并随浓度升高呈现先增后减的趋势。 综上所述,本研究揭示了外源性 E2 和 NP
通过影响子陵吻鰕虎鱼 HPG 轴的关键激素和受体,进而干扰其生殖内分泌系统。 这些发现强调了环境雌激素对水生生物生

殖健康的潜在风险,并为未来水环境雌激素污染的监测和管理提供了重要的科学依据。
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Abstract: Nonylphenol (NP) is a typical environmental xenoestrogens, and 17β-estradiol (E2) is a natural estrogen
synthesized in living organisms. These two substances can interfere with the endocrine systems of aquatic
organisms, thereby affecting their reproductive and developmental processes. To elucidate the toxicological
mechanisms of NP and E2 on aquatic organisms, this study explored the effects of short-term exposure to different
concentrations of estrogens on the hormone level of the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis using the
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Rhinogobius giurinus as a model species. Results show that the levels of luteinizing hormone (lh) in the R. giurinus
decreased with the increase of concentrations of E2 (0, 1, 10, and 100 ng·L-1) and NP (0, 10, 100, and 1 000 ng·
L-1), and the decrease is more obvious when exposed to E2 at the concentration of 100 ng·L-1 . The level of
luteinizing hormone receptor (lhr) is significantly higher at concentrations of 10 ng·L-1 E2 and 1 000 ng·L-1 NP

□ exposure. In addition, exposure to exogenous E2 and NP increased the level of E2 in the plasma and decreased the
level of estrogen receptor beta1 (erβ1 ), however, the impact on estrogen receptor alpha (erα ) was limited.

□ Furthermore, vitellogenin (VTG) is significantly affected by E2 and NP, the expression of which initially increased
and then decreased with the increase of E2 and NP concentration. In summary, this study reveals that exogenous E2

and NP interfere with the reproductive endocrine system of R. giurinus by affecting key hormones and receptors of
the HPG axis. These findings highlight the potential risks of environmental estrogens to the reproductive health of
aquatic organisms and provide scientific basis for the monitoring and management of estrogen pollution in aquatic
environments.
Keywords: 17β-estradiol; nonylphenol; Rhinogobius giurinus; hypothalamic-pituitary-gonadal axis

0　 引言

内分泌干扰物 (endocrine disrupting chemicals,
EDCs)对生物体可能造成的影响越来越受到重视。
环境雌激素(environmental estrogen, EEs),作为一类

具有雌激素活性的 EDCs,能够干扰生物体内分泌

系统的平衡。 EEs 的来源包括人类和动物体内自然

产生的雌激素,如雌酮(estrone, E1)、17β-雌二醇(17β-
estradiol, E2)、雌三醇(estriol, E3),以及人工合成的雌

激素,例如乙炔雌二醇(17α-ethynyl estradiol, EE2 )、
烷基酚类化合物,如 4-对壬基酚 (4-nonylphenol, 4-
NP)、4-t-辛基酚(4-tert-octylphenol, 4-t-OP)和双酚 A
(bisphenol A, BPA)[1-2]。 其中,E2 主要通过与雌激素

受体(estrogen receptor, ER)结合产生雌激素效应。
E2 与 ER 结合后,ER 作为转录因子与基因组中的雌

激素反应元件(estrogen response element, ERE)结合,
调控基因的转录[3]。 NP 的作用机制较为复杂,其化

学结构与 E2 相似,可以竞争性抑制 E2 与 ER 的结

合。 NP 与 ER 结合后,形成配体-受体复合物,调控

基因转录,启动一系列雌激素依赖的生理生化过

程[4]。 雄性斑马鱼暴露在 E2 或 BPA 中导致雄性性

腺雌性化,并且将脂质代谢转变为雌性模式积聚更

多脂质[5]。 4-NP 对非洲鲶鱼(Clarias gariepinus)产生

□ 毒性影响,包括引起细胞凋亡和 DNA 损伤[6]。 黑头

鲦鱼(Pimephales promelas)暴露在高浓度二甲双胍中

导致雄性双性性腺的发育,即雄性生殖组织显示出

雌性化[7]。 E2 在斑鳢早期性别分化中促进雌性性腺

的发育,抑制雄性性腺的发育,从而实现性逆转[8]。
雄性斑马鱼暴露于 EEs 混合物能显著降低了性腺

体细胞指数和精子数量[9]。 研究显示,EEs 在水体

中的分布及其风险评估表明,这些化合物有可能在

生物体内通过食物链积累和放大,引起生殖毒性效

应影响鱼类生殖发育能力,最终对种群结构和水生

生态系统稳定性构成潜在威胁[10-13]。
下丘脑-垂体-性腺轴(hypothalamic-pituitary-go-

nadal axis, HPG 轴)是鱼类生殖内分泌系统的主要通

路,EEs 通常通过正反馈或负反馈机制,直接或间接

影响 HPG 轴,从而对水生生物产生作用(图 1)[14-15]。
下丘脑负责合成促性腺激素释放激素(gonadotropin-
releasing hormone, GnRH)激发垂体腺,促使其合成

并分泌促性腺激素(gonadotropin, GtH),其中包括促

卵泡激素 (follicle-stimulating hormone, FSH)和黄体

生成激素(luteinizing hormone, LH)。 雌激素能够促

进这些激素合成,随后这些激素进入血液循环系统

激活卵泡刺激素受体 ( follicle-stimulating hormone
receptor, FSHR)和黄体生成素受体 (luteinizing hor-
mone receptor, LHR),从而对性腺的功能进行调

节[16-18]。 而雌激素受体 α (ERα)和雌激素受体 β
(ERβ)识别 ERE 调控基因表达[19],其中 E2 作为主要

雌激素与 ER 结合激活卵黄蛋白原基因转录,促进

肝脏中卵黄蛋白原 (vitellogenin, VTG)的合成和分

泌[3,20-21]。 研究表明,EEs 暴露诱导斑马鱼、青鳉、杂
色鳉双亲的后代中肝脏 VTG 含量及雌鱼性腺指数

都发生改变,亲代暴露剂量与子代体内负荷量之间

存在显著的正相关关系[22]。 成年斑马鱼暴露于双酚

S(bisphenol S, BPS ) 时, 显著降低了雌性的 vtg
mRNA 的表达,而雄性 vtg mRNA 的丰度显著升

□ 高[23]。 E2 能够在体内和体外环境中促进草鱼

(Ctenopharyngodon idella)垂体细胞中 lhβ mRNA 的
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注:红色实线表示正反馈调控路径,绿色虚线表示负反馈调控路径;
参与调控的主要生物学标志物分别为促性腺激素释放激素(GnRH)、
促性腺激素(GTH)、促卵泡激素(FSH)、促黄体激素(LH)、17β-雌二

醇(E2 )、卵黄蛋白原(VTG)及雌激素受体(ER)、雌激素受

体 α(ERα)和雌激素受体 β1(ERβ1)。
Note: The red solid line represents the positive feedback control pathway,

while the green dashed line denotes the negative feedback control

pathway; key biological markers involved in this regulatory process

include gonadotropin-releasing hormone (GnRH), gonadotropin (GTH),

follicle-stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH),

17β-estradiol (E2 ), vitellinogen (VTG), estrogen receptor (ER),

estrogen receptor alpha (ERα), and estrogen receptor beta 1 (ERβ1).

图 1　 子陵吻虾虎鱼神经内分泌调控系统(HPG 轴)模式图

Fig. 1　 The following pattern diagram illustrates the
neuroendocrine regulatory system (HPG axis)

in Rhinogobius giurinus

表达及其分泌[24]。 此外类似的效应也在斑马鱼中被

观察到,E2 与 ERβ 结合,青春期前的斑马鱼垂体水

平上促进 LH 的分泌和合成[25-26]。 这表明 E2 对垂

体激素的影响在不同鱼类中具有相似性。 雄性斑马

鱼暴露于 EE2 和混合环境雌激素后,肝脏中卵黄蛋

白原 1 和雌激素受体 1 的 mRNA 水平升高,血浆中

E2 水平下降,11-KT/E2 比值显著升高,同时精巢中

精子数量减少,增殖的生殖细胞数量增加,细胞凋亡

增强,相关基因表达上调[27];4-壬基酚暴露导致雄性

非洲鲶鱼 17β-雌二醇、黄体生成激素和皮质醇显著

增加,而甲状腺激素、睾酮和促卵泡激素水平显著下

降[28];研究表明,环境浓度的 2,4-二氯苯酚暴露使成

年雌性斑马鱼的卵黄发生前期卵泡比例增加,完全

发育期卵泡比例降低,累计产卵量显著降低,同时

VTG 水平及 HPG 轴相关基因和 esr2a 的转录水平

□ 均下调[29]。 由此可见,EEs 对鱼类 HPG 轴的不同靶

组织产生影响,进而对鱼类的早期性腺发育产生不

利影响。

鱼类因有较好的耐受性、广布性,并且对污染物

有明显的生物毒性效应,可以用作水环境污染的生

物指示剂。 虾虎鱼在海水、湖泊、溪流中均有分布,
繁殖能力强,对环境温度、盐度具有较强适应性。 有

研究表明,纹缟虾虎鱼对铜、镉、氨氮污染物的累积

概率高于大部分海洋生物,特别是在已收集到毒性

数据背景的 8 ~ 12 种海洋鱼类中,纹缟虾虎鱼对 3
种污染物的耐受性均较高[30]。 虾虎鱼对环境的耐受

性是其具备作为环境生物指示物种的重要前提条

件。 有研究表明,不同发育阶段的诸氏鲻虾虎鱼对

水污染物的敏感性有所不同,早期仔鱼在水污染物

急性毒性评价方面具有显著的优势[31]。 已有学者用

海水虾虎鱼 (黄鳍刺虾虎鱼 Acanthogobius flavima-
nus)监测日本沿海的环境雌激素污染[32]。 子陵吻虾

□ 虎鱼(Rhinogobius giurinus)是常见的淡水广布鱼类,
□ 从河口流域至山区溪流均有分布[30]。 虾虎鱼对多种

环境污染物具有敏感反应,虾虎鱼对多种环境污染

物具有敏感反应,氨氮暴露会引起纹缟虾虎鱼肝组

织结构退化和细胞畸变[30];矛尾复虾虎鱼暴露于过

量的铜和镉时,会出现呼吸频率降低、身体表面出现

斑点和损伤痕迹现象[33];这些优质的环境适应能力

再次凸显了虾虎鱼在环境监测中的潜在应用价

值[30,34-35]。 然而,虾虎鱼类对淡水环境 EEs 影响的

抵抗机制和自我调节能力尚不清楚。 本研究将以淡

水虾虎鱼的典型代表-子陵吻虾虎鱼为目标生物,通
过天然雌激素 E2 和人工合成雌激素 NP 的暴露实

验,旨在解析环境雌激素(EEs)对子陵吻虾虎鱼的下

丘脑-垂体-性腺轴(HPG 轴)调控的影响及其响应差

异。 本研究希望通过评估 EEs 对子陵吻虾虎鱼 HPG
轴的影响,为构建淡水水域鱼类生物指示标准提供科

学依据,进而为淡水环境的保护和管理提供支持。
1　 材料与方法

1. 1　 化学物质

本研究采用 2 种不同的 EEs,17β-雌二醇(E2 )和

壬基酚(NP)为化学纯,分别购自美国 Sigma-Aldrich
公司和日本 Kanto 化学公司。
1. 2　 实验设计

10 月在洁净水域捕获未成熟的子陵吻鰕虎鱼,
驯化 1 周后进行 EEs 处理。 将鱼随机分组,分别给

予对照组和 EEs 处理 1 周,每个处理共 7 尾鱼,随机

分为 2 组。 EEs 暴露标称剂量为:1、10、100 ng·L-1

E2 溶解于 DMSO(化学纯,北京索莱宝科技有限公

司)或 10、100、1 000 ng·L-1 NP 溶解于丙酮(化学纯,
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北京索莱宝科技有限公司),溶出度均为 0.001%
(V ∶V)。 实验温度为(22±0.7) ℃,12 h L ∶12 h D 光

□ 周期下进行,每个处理的处理水每天更换。
1. 3　 肝脏中 erα 和 erβ1 的表达情况

采用 qRT-PCR 分析基因表达,erα 和 erβ1 扩增

□ 所用引物设计如表 1 所示。 使用 384 孔微孔板,在
1 孔中加入 10 μL 反应混合物,包括 250 ng RNA 样

品,并按照制造商的说明使用 FasteStart Essential
DNA Green Master 试剂盒(Roche Diagnostics, USA)
进行分析。

qRT-PCR 反应体系在 95 ℃条件下反应 5 min,
95 ℃条件下反应 10 s,60 ℃条件下反应 15 s,72 ℃
条件下反应 15 s,共 55 个循环,40 ℃ 条件下反

应 10 s 终止。 基因表达量计算公式为:erα mRNA
□ 表达量=erα mRNA×103 copies/1 μg 总 RNA。

1. 4　 血浆性类固醇和 VTG 测定

所有使用血液抗凝剂(肝素钠,1 000 IU·mL- 1 )
的鱼采集尾端血管血样,4 ℃ 下 1 800 ×g 离心 15

□ min。 血浆样品在血浆 E2 和 VTG 检测前储存

在-80 ℃。
血浆 E2 用 Estradiol EIA Kit(Cayman Chemical,

USA)提取,用酶标仪(Bio-RAD,美国伯腾仪器有限

公司)在 405 nm 吸光度下测定显色反应。 在 Estra-
diol EIA Kit 中,其他模拟化合物的交叉反应性为:
雌酮 14% ,雌三醇 0.30% ,乙炔雌二醇 0.03% ,雄烯

二醇 0.02% ,皮质醇、黄体酮、17α-羟基黄体酮和睾

酮小于 0.01% 。
VTG 浓度采用酶联免疫吸附测定测定,使用针

对子陵吻鰕虎鱼 VTG 的抗体。 显色反应用酶标仪

(Bio-RAD)在 450 nm 吸光度下测定。
1. 5　 垂体 lh 和性腺 lhr 的转录

lh 和 lhr 扩增所用引物设计如表 1 所示。
□ qRT-PCR 反应系统采用与 erα 和 erβ1 mRNA 表达

□ 相同的方法。
1. 6　 统计学分析

采用 SPSS Statistics 27 进行统计学分析,P<0.05
为显著性水平。 erα、erβ1、lh、lhr 的转录在每个 E2 或

□ NP 处理中与对照组使用独立样本 t 检验进行比较。

2　 结果

2. 1　 E2 和 NP 对垂体 lh 转录的影响

E2 暴露时对照组 lh 基因平均表达量为 2.20×

□ 108 copies·μg-1(以 RNA 计)。 不同浓度(分别为 1、

10、100 ng·L-1 )处理时 lh 的表达量均有下降,范围

□ 在 1.31×108 ~ 1.61×108 copies·μg-1(以 RNA 计),见
图 2(a)。 其中在 100 ng·L-1的处理下,出现了显著

的下降(P<0.05)。
NP 暴露时,lh mRNA 表达量也有下降的趋势,

□ 但无统计学的差异 (P >0.05),见图 2 (b)。 在 10 ~
□ 1 000 ng·L-1处理中,lh mRNA 表达量的范围为 1.20×
□ 108 ~1.66×108 copies·μg-1(以 RNA 计)。

2. 2　 E2 和 NP 对性腺 lhr 转录的影响

E2 暴露下对照组 lhr 平均表达量为 6.41 ×107

□ copies·μg-1(以 RNA 计)。 不同浓度处理时 lhr 的平

□ 均表达量为 3.80 ×107 ~ 14.70 ×107 copies·μg-1 (以
RNA 计),见图 3(a)。 其中在 10 ng·L-1 E2 处理下,
出现了显著的上升(P<0.05)。

相反,lhr 表达在 NP 暴露中增加,在 10 ~ 1 000
□ ng·L-1处理中平均表达量为 1.10 ×108 ~ 1.42 ×108

copies·μg-1(以 RNA 计),见图 3(b)。 其中 1 000 ng·
L-1 NP 处理组显著上升(P<0.01)。
2. 3　 E2 和 NP 对肝脏 erα 和 erβ1 转录的影响

实验表明,E2 暴露下,所有子陵吻鰕虎鱼肝脏

样本的 erα mRNA 转录量均未发生显著变化 (P >
□ 0.05)。 其中对照组 erα 基因平均表达量为 18.90×1010
□ copies·μg-1(以 RNA 计)。 在不同浓度(分别为 1、10、

100 ng·L-1)处理下,平均表达量为 7.68×1010 ~ 22.04×
1010 copies·μg-1(以 RNA 计),见图 4(a)。

NP 暴露时,对照组 erα 基因平均表达量为

□ 20.06×1010 copies·μg-1 (以 RNA 计)。 不同浓度(分
别为 10、100、1 000 ng·L-1 )处理的平均表达量为

13.42×1010 ~ 54.24×1010 copies·μg-1(以 RNA 计)。 其

表 1　 扩增引物序列

Table 1　 Amplified primer sequences
Gene Oligo name Primer sequence (5’→3’ )

RG-erα
RT-F ATGTSTCYTGABCASGTGC

RT-R TGCCCTCTGTGTACGGTC

RG-erβ1
RT-F TGCWSGCYGGASGTG

RT-R ACNGBTCGSGBGASAA

RG-vtg
RT-F AGSSCTGGRCTYARACTCTT

RT-R ATCWGAGSGTTBCYWGCTG

RG-lh
RT-F GTSACASCTYACTGCYWCAG

RT-R TAGRCSAAGSAYCYCGTGAG

RG-lhr
RT-F GAATAWGYGDCNCAWGAYGC

RT-R CASADTTWCGAWGSCSATGA
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图 2　 不同浓度的 E2(a)或 NP(b)对子陵吻鰕虎鱼 lh 转录水平的影响

Fig. 2　 Effect of different concentrations of E2 (a) or NP (b) on the transcription level of lh in Rhinogobius giurinus

图 3　 不同浓度的 E2(a)或 NP(b)对子陵吻鰕虎鱼性腺 lhr 转录水平的影响

Fig. 3　 Effect of different concentrations of E2 (a) or NP (b) on gonad lhr transcription levels in Rhinogobius giurinus

图 4　 不同浓度的 E2(a)或 NP(b)对子陵吻鰕虎鱼 erα 转录水平的影响

Fig. 4　 Effect of different concentrations of E2 (a) or NP (b) on erα transcription levels in Rhinogobius giurinus

中与对照组相比,10 ng·L-1 NP 暴露时 erα 基因表

□ 达量显著升高(P<0.05),见图 4(b)。
E2 暴露时对照组 erβ1 平均表达量为 3.25×108

□ copies·μg-1(以 RNA 计)。 与对照组相比,不同浓度

(分别为 1、10、100 ng·L-1)处理下,表达量显著降低,
见图 5(a),其表达量分别为 1.22×107 copies·μg-1(以
RNA 计)(P<0.05)、1.20×107 copies·μg-1(以 RNA 计)

□ (P<0.01)、1.34×107 copies·μg-1(以 RNA 计)(P<0.01)。
NP 暴露时对照组 erβ1 平均表达量为 3.58×108

□ copies·μg-1(以 RNA 计)。 与对照组相比,不同浓度

(分别为 10、100、1 000 ng·L-1 )处理下,表达量也显

著降低,见图 5(b),其表达量分别为 8.54×106 copies·
μg-1(以 RNA 计)(P<0.001)、1.47×107 copies·μg-1(以

□ RNA 计)(P<0.001)、1.35 ×107 copies·μg-1 (以 RNA
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□ 计)(P<0.001)。
2. 4　 E2 和 NP 对血浆卵黄蛋白原(VTG)水平的影响

子陵吻鰕虎鱼暴露在 E2 中,我们发现对照组血

浆 VTG 平均值为 0.19×103 ng·L-1。 用不同浓度 E2

(分别为 1、10、100 ng·L-1 )处理,血浆 VTG 显著升

高,见图 6(a),其平均值分别为 788.16×103 ng·L-1

(P <0.01)、2 672.07×103 ng·L-1(P<0.001)、675.06×103

ng·L-1(P<0.01)。 数据显示,随着 E2 处理组间的浓

□ 度上升,VTG 浓度呈现先上升后下降的趋势。
暴露在 NP 中对照组血浆 VTG 的平均值为

0.15×103 ng·L-1。 用不同浓度 NP(分别为 10、100、
1 000 ng·L-1 )处理,血浆 VTG 也显著升高,见图 6
(b),其平均值分别为 1 768.31×103 ng·L-1(P<0.001)、

□ 3 878.00×103 ng·L-1(P<0.001)、973.58 ×103 ng·L-1

□ (P<0.001)。 数据显示,随着 NP 处理组间的浓度上

□ 升,VTG 浓度也呈现先上升后下降的趋势。
2. 5　 E2 和 NP 对血浆 17β-雌二醇水平的影响

在实验中,子陵吻鰕虎鱼被置于 E2 中暴露 7 d。

研究结果显示,在未受 E2 影响的对照组中,血浆

17β-雌二醇的均值为 740.36 ng·L-1。 相比之下,当
子陵吻鰕虎鱼暴露于不同浓度(分别为 1、10、100 ng·
L-1)的 E2 后,其血浆 17β-雌二醇浓度均值分别达到

了 927.61、910.51、1 066.81 ng·L-1,见图 7(a)。 尽管不

同浓度的 E2 处理在统计学上没有显著差异(P>0.05)。
同样将子陵吻鰕虎鱼置于 NP 中暴露 7 d。 发

现对照组中血浆 17β-雌二醇均值为 601.36 ng·L-1。
不同浓度(分别为 10、100、1 000 ng·L-1 )的 NP 处理

其血浆 17β-雌二醇的均值分别为 471.97、669.15、
571.15 ng·L-1,见图 7(b)。 不同浓度处理并无统计

学差异(P>0.05),如图 7 所示,随着 E2 浓度的增加,
□ 血浆中 17β-雌二醇水平呈现上升趋势。

3　 讨论

本项研究探讨了 NP 和 E2 对子陵吻鰕虎鱼的

短期影响。 研究发现,这 2 种物质能够干扰与 HPG
轴相关的生理和生化指标以及相关基因的表达,尤

图 5　 不同浓度的 E2(a)或 NP(b)对子陵吻鰕虎鱼 erβ1 转录水平的影响

Fig. 5　 Effect of different concentrations of E2 (a) or NP (b) on erβ1 transcription levels in Rhinogobius giurinus

图 6　 不同浓度的 E2(a)或 NP(b)对子陵吻鰕虎鱼卵黄蛋白原浓度的影响

Fig. 6　 Effect of different concentrations of E2 (a) or NP (b) on the concentration of vitellogenin in Rhinogobius giurinus
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图 7　 不同浓度的 E2(a)或 NP(b)对子陵吻鰕虎鱼血浆 17β-雌二醇浓度的影响

Fig. 7　 Effect of different concentrations of E2 (a) or NP (b) on plasma 17β-estradiol concentration in Rhinogobius giurinus

其是与雌激素反应相关的基因表达水平受到了显著

影响。
EEs 能够通过多种机制影响生物体内的激素平

衡。 研究表明,环境中的高浓度 EEs 能导致 E2 在生

物体内积累。 在幼年虹鳟中,0.473 μg·L-1 E2 处理

组与对照组相比,其体内的 E2 含量显著增加,相较

于水体环境中的 E2 水平则高出 23 倍和 16 倍[36]。
此外,已有文献报道,在多种硬骨鱼中,EEs 在鱼体

组织中的积累可能导致 EEs 浓度逐营养级升高的

生物放大效应[37-39]。 在研究不同浓度壬基酚聚氧乙

烯醚对斑马鱼雄性成鱼 HPG 轴的影响时,发现能诱

导斑马鱼 cyp19a 基因的表达,促进了内源雌激素的

□ 合成[40]。 这表明 EEs 不仅可以直接影响生物体内

的激素水平,还可以通过调节相关基因的表达直接

影响激素合成。 在本研究中,尽管实验组水中 E2 浓

度增加时,子陵吻虾虎鱼血浆中的 E2 水平在统计学

上没有显著差异,但图 7 中显示其呈现上升趋势,
NP 处理组也表现出类似现象。 因为其自身的脂溶

性和较小的分子结构,EEs 可能通过渗透作用进入

鱼体,在 HPG 轴中通过刺激下丘脑释放 GnRH,从
而调节垂体释放 GtH 刺激性腺合成 E2,导致血浆中

的 E2 水平上升。 这表明水体中 EEs 浓度的增加可

能通过调节 HPG 轴,促进子陵吻虾虎鱼体内 E2 的

积累。
尽管 NP 和 E2 对性腺系统的影响已有大量研

究,但是不同鱼类对 EE2 的敏感度和响应机制存在

显著差异。 ER 在多个器官中都有分布,包括生殖组

织(卵巢、子宫)、肝脏、下丘脑等[41]。 有研究表明 EE2

暴露显著诱导了日本青鳉肝脏中 erα 基因的表达,
□ 并且这种诱导作用呈现出剂量依赖性[42];17β-雌二

醇显著诱导了虹鳟肝脏中 erα 基因的表达水平显著

□ 上升[43];环境剂量水平的 EE2 显著诱导了雄性虾虎

鱼肝脏中 erα 和 erβ 基因表达显著上升[44]。 相比之

□ 下,本研究发现,在 E2 处理组中,随着 E2 浓度增加,
erβ1 的表达量则呈现下调趋势,这可能与负反馈机

□ 制有关。 当 E2 浓度较高时,它会与 erβ 结合并激活

□ 其功能,然而,这种激活可能触发细胞内的负反馈机

制,以防止雌激素信号传导过度增强。 负反馈机制

可能通过抑制 erβ 基因的转录或增加 erβ mRNA 的

□ 降解来降低 erβ 的表达水平[45]。 在斑马鱼中 EE2 暴

□ 露主要诱导 erα 基因的表达,相比之下海水青鳉暴

□ 露在 EE2 中对 erα 与 erβ 基因的表达影响更为复

□ 杂,低剂量 EE2 可能诱导 erβ 基因的表达,而高剂量

□ 则抑制其表达[46]。 在本研究的 NP 处理组中,erα 的

□ 表达有上调趋势,而 erβ1 的表达显著下调,这与 E2

□ 处理组的结果存在差异,这表明环境雌激素可能通

过不同的机制影响不同 ER 亚型的转录水平。 由于

环境雌激素对鱼类中 ER 的 2 种亚型具有不同的结

合力。 在部分雌激素(如植物雌激素、双酚 A 等)影
响下,雌激素对 ERβ 的结合力高于 ERα[47-49],因此,
当环境雌激素通过渗透作用进入生物体时,它们会

优先与 ERβ 结合,导致 erβ 的转录水平发生变化。
□ 这也解释了为什么在雌激素暴露时,erβ 的表达量变

化更为显著。 这些都说明,不同鱼类对环境雌激素

的敏感度不同,不同雌激素受体基因对环境雌激素

的响应也不尽相同。
肝脏中的 ER 在结合 E2 后,会介导 VTG 的合

成。 VTG 是评估鱼类在接触外源性 EDCs 后,通过

ERs 信号通路产生内分泌干扰效应的关键生物标志

物[50-51]。 研究表明,天然雌激素和人工合成激素能

够显著诱导斑马鱼胚胎中 vtg 基因的表达。 如双酚

□ A 和己烯雌酚暴露斑马鱼 vtg 表现出明显的剂量-
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□ 效应关系[52];EE2 暴露下日本青鳉显著诱导肝脏

vtg1 基因表达[46];17β-雌二醇可以诱导雄性唐鱼

□ (Tanichthys albonubes)产生 VTG,并对其生长和性腺

□ 发育产生负面影响[53]。 在本研究中,子陵吻鰕虎鱼

暴露于不同浓度的 NP 和 E2 时,其血浆 VTG 水平

显著升高,进一步证实了外源性 EEs 能够诱导 VTG
的合成。 这一结果与斑马鱼的研究结果相似,表明

不同鱼类对环境雌激素的响应具有一定的共性。 然

而,子陵吻鰕虎鱼对 E2 和 NP 的敏感性表现在其生

殖系统对环境雌激素的响应上,这可能与斑马鱼存

在差异。 例如,斑马鱼中 E2 和 NP 的联合暴露对肝

脏中 vtg 基因表达的影响表现为协同或相加效

□ 应[54],而子陵吻鰕虎鱼中 vtg 的诱导可能更多地依

□ 赖于单一激素的浓度和暴露时间。
环境雌激素可以影响生物体内相关基因的表达

水平。 研究发现,例如 BPA 这样的环境雌激素可以

抑制类固醇激素合成急性调节蛋白 (steroidogenic
acute regulatory protein, STAR)、3β-类固醇脱氢酶

( 3β-hydroxysteroid dehydrogenase, HSD3B1 ) 和

CYP17A1 的基因转录。 导致孕激素(P)水平或卵巢

芳香化酶表达量降低[55-56]。 有研究证明,己烯雌酚

和氟他胺使斑马鱼 HPG 轴中关键基因(如脑中的

gnrh3、fshβ 和 lhβ 以及性腺中的 dmrt1、sf1、cyp17a1
和 cyp11b2)的 mRNA 水平受到抑制[57]。 这些都说

□ 明环境雌激素可能通过直接或间接作用于 HPG 轴,
干扰性腺和配子的功能,从而影响生育能力。 lh 和

□ lhr 是 HPG 轴中的关键基因,lh 通过与 lhr 结合可以

□ 促进性腺生成性腺类固醇激素,调节性腺功能,促进

性腺发育。 研究表明,雌激素在 HPG 轴的具有正反

馈和负反馈调控的作用[58-59],E2 可以抑制 GnRH 神

经元中的 GnRH 表达[60],下丘脑 GnRH 的抑制导致

垂体无法接收 GnRH,无法表达 lh。 在本研究中,E2

□ 和 NP 实验组的子陵吻鰕虎鱼随着 E2 和 NP 浓度的

升高,其 lh 基因的转录水平并未显著变化,这表明

□ 外源性 EEs 可能抑制下丘脑释放 GnRH,间接抑制

了垂体中 lh 基因的转录。 E2 和 NP 处理组中的 lhr
水平也相应发生变化,其中随着 E2 处理浓度上升,

□ lhr 的转录水平呈现先下降再升高的趋势,说明低剂

□ 量的 E2 会抑制 lhr 的转录,而高浓度的 E2 会促进

□ lhr 的转录。 在 NP 处理组中 lhr 转录水平整体呈现

□ 升高的趋势,这一点与 E2 处理组结果有所差异,这
说明了即使是同一物种的同一种基因对不同的环境

雌激素响应也不尽相同。

注:红色实线表示正反馈调控路径,绿色虚线表示

负反馈调控路径;LHR 表示促黄体生成激素受体。
Note: The red solid line represents the positive feedback control

pathway, while the green dashed line denotes the negative feedback

control pathway; LHR stands for luteinizing hormone receptor.

图 8　 子陵吻虾虎鱼暴露在环境雌激素中对腺体

和肝脏产生的直接影响

Fig. 8　 The direct effects of exposure to environmental
estrogens on the glands and liver of the Rhinogobius giurinus

4　 结论

水体中 EEs 浓度的增加能够通过调控 HPG 轴

来诱导子陵吻鰕虎鱼体内 E2 的累积(图 8)。 在 HPG
轴中,EEs 可以与子陵吻鰕虎鱼的肝脏雌激素受体

结合,直接对雌激素受体的基因表达水平产生影响,
但同一种鱼类的不同雌激素受体基因表达水平对环

境雌激素的响应不尽相同。 与子陵吻鰕虎鱼的肝脏

雌激素受体结合的 EEs 可以诱导肝脏合成 VTG,使
血浆中的 VTG 水平上升。 EEs 可以通过在 HPG 轴

的上游抑制下丘脑释放 GnRH 来抑制子陵吻鰕虎

鱼垂体的 lh 转录水平,但不同的 EEs 对 lhr 转录水

□ 平的影响不同。 这些发现强调了环境雌激素对水生

生物生殖健康的潜在风险,并为未来水环境雌激素

污染的监测和管理提供了重要的科学依据。

通信作者简介:宋婧(1989—),女,博士,副教授,主要研究方

向为生态毒理学。
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