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摘要: 为了研究低剂量的全氟辛烷磺酸( perfluorooctane sulfonate，PFOS) 对水生生物的内分泌干扰效应和作用机制，考察了
PFOS对斑马鱼( Brachydanio rerio) 血浆和组织匀浆中卵黄蛋白原( vitellogenin，VTG) 含量的影响。将雄性和雌性斑马鱼分别
暴露于 0． 1、1、10 和 100 μg·L －1的 PFOS中进行 21 d毒性实验，染毒结束后分别检测雄鱼和雌鱼的血浆、头尾组织匀浆液和全
鱼匀浆液中的 VTG含量。结果显示: ( 1) PFOS暴露可引起斑马鱼血浆、全鱼和头尾匀浆液中 VTG含量的升高，VTG含量的排
序为雌鱼( 血浆 ＞ ＞全鱼匀浆 ＞头尾匀浆) ＞ ＞雄鱼( 血浆 ＞全鱼匀浆 ＞ ＞头尾匀浆) ; ( 2) PFOS暴露所引起的雄鱼血浆和头
尾匀浆中 VTG含量的升高与剂量呈负相关关系，暴露浓度为 0． 1 μg·L －1时与对照组相比有显著性差异( p ＜ 0． 05) ; ( 3) 雌鱼
血浆和头尾匀浆中 VTG含量的升高与剂量呈倒 U型曲线关系，暴露浓度为 10 μg·L －1时与对照组相比有显著性差异( p ＜ 0．
05) ; ( 4) 雄鱼和雌鱼的全鱼匀浆液中的 VTG含量与对照组相比均无显著性差异。研究结果表明，PFOS暴露对斑马鱼的内分
泌干扰作用明显，其毒性作用机制可能是类雌激素效应，血液和头尾匀浆液中 VTG含量能够作为 PFOS内分泌干扰效应评价
的敏感生物标志物，但响应曲线可能因性别和组织部位的不同有所差异。
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Abstract: To study the endocrine disrupting effect and action mechanism of low dose of perfluorooctane sulfonate
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( PFOS) on aquatic organisms，the effect of PFOS exposure on vitellogenin ( VTG) levels in the blood plasma and tissue
homogenate of zebrafish ( Brachydanio rerio) was investigated． Male and female zebrafish were separately exposed to
PFOS ( 0． 1，1，10 and 100 μg·L －1 ) for 21 days． VTG levels in the blood plasma，whole body homogenate and
head＆tail homogenate were analyzed at the end of PFOS exposure． Results showed that: ( 1) VTG levels in the blood
plasma，whole body homogenate and head ＆ tail homogenate of zebrafish increased after PFOS exposure． VTG levels fol-
lowed the order of ( plasma ＞ ＞ whole body homogenate ＞ head＆tail homogenate) in female zebrafish ＞ ＞ ( plasma ＞
whole body homogenate ＞ ＞ head＆tail homogenate) in male zebrafish． ( 2) VTG levels in the plasma and head＆tail ho-
mogenate of male zebrafish increased in a negative dose-response pattern，and VTG levels in 0． 1 μg·L －1 PFOS exposure
group showed significant difference compared with the control ( p ＜0． 05) ． ( 3) VTG levels in the plasma and head＆tail
homogenate of female zebrafish increased in an inverted U-shaped dose-response pattern，and VTG levels in 10 μg·L －1

PFOS exposure group were significantly different from those in the control ( p ＜0． 05) ． ( 4) VTG levels in the whole body
homogenate increased but had no significant difference compared with the control． Therefore，it was indicated that PFOS
exposure could be active on the endocrine system of zebrafish with the xenoestrogenic action mechanism，and that VTG
levels in the blood plasma and head＆tail homogenate of zebrafish can be as sensitive biomarkers for assessing endocrine
disrupting effect of PFOS，with different responding patterns dependent on sexes and tissues．
Keywords: perfluorooctane sulfonate ( PFOS) ; zebrafish ( Brachydanio rerio) ; vitellogenin ( VTG)

环境中的内分泌干扰类污染物可干扰人类和野

生动物的内分泌功能，对个体的生殖、发育和性行为
等方面产生诸多影响，甚至会影响人类的生存和繁

衍［1］。因而，许多发达国家和国际组织对具有内分
泌干扰效应的化学物质实行强制性监控和管理，如

联合国的《全球化学品统一分类和标签制度》( 简称
GHS) 和欧盟的《化学物质注册、评估、授权和限制
法规》( 简称 REACH 法规) 均对内分泌干扰类化学
物质提出了明确的管控要求［2-3］。全氟辛烷磺酸
( perfluorooctane sulfonate，PFOS) 是一种新型的持久
性有机污染物，可通过呼吸和摄食被生物体吸收，具有

很高的生物蓄积性，可能具有内分泌干扰毒性、遗传毒
性和肝脏毒性等［4］。2006 年 12 月 27 日，欧洲议会和
部长理事会联合发布《关于限制全氟辛烷磺酸销售及
使用的指令》( 2006 /122 /EC) ，并于 2008 年 6 月 27 日
正式实施，对产品中 PFOS 的含量进行了明确的规
定［5］。目前，PFOS的内分泌干扰毒性受到越来越多的
关注，Jensen和 Leffers［6］研究发现，暴露于 PFOS 的大
鼠肝细胞在培养过程中表现出较低的睾丸激素水平和

较高的雌二醇水平; Martin 等［7］的研究表明，PFOS 可
干扰雄性 Sprague– Dawley大鼠的甲状腺素荷尔蒙
代谢基因的转录; 此外，PFOS 可干扰大鼠的甲状腺
素功能［6-10］和神经内分泌系统［11］。
鱼类的卵黄蛋白原( vitellogenin，VTG) 含量是

一种评价化学物质内分泌干扰效应的生物标志物，

已得到了广泛的应用［12-14］。VTG 是卵黄蛋白的前

体，通常受到循环的内源性雌激素的刺激，由雌性卵

生脊椎动物的肝脏产生，经由血流进入卵巢，并被发

育中的雌性配子吸收和改变。VTG 是直接通过雌
激素受体调节途径来合成的，且通常只在成熟雌鱼

体内合成，幼鱼或成年雄鱼体内的 VTG 含量很低，
不易检出。然而，当受到外源性的雌激素的刺激时，
鱼体肝脏能够合成并分泌 VTG，同时，芳香酶可抑
制内源性雄激素向天然雌激素( 如 17β-雌二醇) 的
转化，进而引起 VTG 含量的降低。因此，通过测定
VTG含量的变化，能够对不同化学物质的内分泌干
扰作用机制进行探究。
关于 PFOS暴露对鱼类 VTG含量的影响已有不

少的研究报道: Du 等［15］的研究发现，PFOS 暴露
( 10、50 和 250 μg·L －1 ) 会抑制斑马鱼性腺生长，引

起斑马鱼肝脏 VTG表达水平上升; Oakes 等［16］的研
究表明，PFOS 暴露会引起黑头呆鱼( fathead min-
now) 和虹鳟鱼( rainbow trout) 血浆中 VTG含量的改
变; Han和 Fang［17］的研究显示，PFOS暴露会引起剑
尾鱼( swordtail fish) 肝脏中 VTG 表达水平的变化。
迄今，关于接近环境浓度的低剂量的 PFOS 暴露对
斑马鱼血浆和组织匀浆中 VTG 含量影响的研究尚
未见报道。
本研究分别以雌性和雄性斑马鱼( Brachydanio

rerio) 为受试动物，研究了低剂量的 PFOS 暴露对斑
马鱼血浆、全鱼匀浆液和头尾匀浆液中 VTG含量的
影响，以探究 PFOS 对鱼类的内分泌干扰作用及其
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机制，并试图筛选相关的敏感生物标志物，以期为环

境污染物的监控和安全管理提供科学的依据。

1 材料与方法(Materials and methods)
1． 1 仪器与试剂
仪器: 多功能酶标仪( BIO-RAD 680，BIO-RAD 公

司，美国) ;洗板机( WELLWASH 4MK2，Thermo公司，美
国) ;混合型球磨仪( MM400，RETSCH 公司，德国) ; 冷
冻离心机( 3-18K，Sigma 公司，德国) ; 全自动雪花制冰
机( YT-IMS-70，北京海淀晶晶科技有限公司) ; 反渗透
制水机( RO-500型，北京英诺格林有限公司)。
试剂: 全氟辛烷磺酸( Assay LC-MS 98%，Sigma-

Aldrich公司，美国) ; 抑肽酶( BioBasic INC 公司，加
拿大) ; 肝素钠( heparin sodium，150 U·mg －1，北京莱

博科技有限公司) ; 磷酸缓冲盐( phosphate buffered
salts，PBS，含氯化钠、氯化钾、磷酸氢二钠和磷酸二
氢钾，pH 7． 35 ～ 7． 65，TAKARA BIO INC 公司，日
本) ; 牛血清白蛋白( bovine serum albumin，BSA，2
mg·mL －1，北京康为世纪科技有限公司) ; 斑马鱼卵

黄蛋白原 ELISA 检测试剂盒( zebrafish vitellogenin
ELISA kit，Biosense Laboratories，挪威) 。
1． 2 供试生物
实验鱼:斑马鱼鱼龄 3个月，体长 1． 0 ～1． 5 cm，体

重 0． 120 ～ 0． 220 g，雌雄兼有，购于北京市东郊市场。
实验用水采用反渗透纯净水机制备，并确保水质均符

合 OECD实验要求［12］。实验前将雌雄斑马鱼分开预
养，在实验条件下预养 7 d，水温( 25 ±2) ℃，饲养容器
为 2 L烧杯，饲养密度不大于 1 g·L －1 ( 即每升水容

纳斑马鱼的体质量为 1 g) ，每日光照 12 ～ 14 h，早晚
定时投喂孵化的丰年虫 2 次，且每天清除排泄物，预
养期间斑马鱼死亡率不超过 5%。
1． 3 毒性实验
预养结束后，停止喂食1 d，设置浓度为0． 1、1、10

和 100 μg·L －1的 4 个染毒组，同时设置空白对照组，
分别对雌性和雄性斑马鱼进行 21 d 的毒性实验。因
本实验选用的 PFOS 染毒浓度低于其在水中的溶解
度( ～500 mg·L －1 ) ［18］，故无需利用助溶剂，即可使

PFOS完全溶于水中配制出相应的染毒液，所以，实验
中未设置溶剂对照组。实验在 2 L烧杯中进行，每个
烧杯内的染毒液为 1． 8 L，随机投放 8 尾斑马鱼。暴
露期间水温保持在( 25 ± 2) ℃，每日光照 12 ～ 14 h，
采用半静态法进行暴露实验，每周更换全部染毒液 2
次。暴露期间每天喂食 2次，喂食量以斑马鱼正好吃
完为宜，以减少剩余鱼食对 PFOS的吸附。

1． 4 血浆和组织匀浆液的制备
血浆和组织匀浆液的制备参考了 OECD 的方

法［12］并进行了适当调整，具体方法如下所述。
血浆: 21 d 染毒结束后，取出斑马鱼置于冰上

冷冻处死，用手术剪刀横向剪开斑马鱼尾部，以毛细

管取血，手术剪刀和毛细管均经过 10 mg·L －1肝素

钠溶液浸泡预处理。按 V( 血液) ∶ V( 稀释液) = 1
∶ 6 的比例加入预冷的稀释液( 0． 01 mmol·L －1 PBS，
100 mg·L －1肝素钠，6 mg·L －1抑肽酶，pH 7． 4) ，混匀
后于 4 ℃、15 000 × g 下离心 10 min，血浆经离心从
血液样本中分离后无溶血现象，取上清液于 － 80 ℃
下保存待用。
组织匀浆液: 将取血后的鱼头和鱼尾沿鱼鳍切

分，称取质量( 制备头尾匀浆液) ，称取冷冻处死后

的全鱼的体质量( 制备全鱼匀浆) ，按照 m( 鱼体质
量) ∶ V( 稀释液) = 200 mg∶ 1 mL的比例加入预冷的
稀释液( 0． 01 mmol·L －1 PBS，pH 7． 4) 。用手术剪刀
剪碎鱼头和鱼尾或者全鱼，采用混合型球磨仪于 30
Hz匀浆 1． 5 min，直至组织混合物匀质化，混匀后于
4 ℃、5 000 × g下离心 30 min，将吸液管的尖端伸入
表面的脂肪层下，小心吸取无脂肪或颗粒的中间液

体部分，于 － 80 ℃下保存待用。
1． 5 VTG的 ELISA检测
用 ELISA 试剂盒分别对雌性和雄性斑马鱼的

血浆和组织匀浆液的 VTG 含量进行检测分析。主
要操作步骤为: 将预处理后的血浆用稀释液( 0． 01
mmol·L －1 PBS，含 10 mg·L －1 BSA，pH 7． 4 ) 进行稀
释，将组织匀浆液用 0． 01 mmol·L －1 PBS 进行稀释，
于 96 孔酶标板中每孔加入 100 μL 样品或标准品，
封闭酶标板，室温( 20 ～ 25 ℃ ) 孵化 1 h; 每孔用 300
μL洗液洗板 3 次后，加入按 V( 检测抗体) ∶ V( 稀
释液) = 1 ∶ 350 比例稀释的检测抗体 100 μL，室温
( 20 ～ 25 ℃ ) 孵化 1 h; 每孔用 300 μL洗液再次洗板
3 次后，加入按 V( 酶标抗体) ∶ V ( 稀释液) = 1 ∶ 2
000 比例稀释的酶标抗体 100 μL，室温( 20 ～ 25 ℃ )
孵化 1 h; 每孔用 300 μL洗液洗板 5 次后，加入 100
μL底物显色液，室温( 20 ～ 25 ℃ ) 避光 30 min，之后
每孔加入 50 μL 的 2 mmol·L －1 H2 SO4终止反应，5
min后于 492 nm处测定吸光值。
1． 6 数据处理
采用 SPSS 13． 0 统计软件对实验数据进行显著

性分析，各数据均用平均值 ±标准偏差( Mean ± SD)
表示，各组间的差异采用单因素方差分析( ONE －
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WAY ANOVA) ，当 p ＜ 0． 05 时，认为差异具有统计
学意义。

2 结果( Results)
2． 1 PFOS暴露对雄性斑马鱼血浆、全鱼和头尾匀
浆液中 VTG含量的影响

21 d染毒实验结束时，雄性斑马鱼没有出现死
亡，血浆、全鱼和头尾匀浆液中 VTG 含量的检测结
果如图 1 所示。可以看出，PFOS暴露可引起雄性斑
马鱼血浆、全鱼匀浆和头尾匀浆液中 VTG含量的升
高，不同样品中 VTG 含量的排序为: 血浆 ( 103

ng·mL －1 ) ＞全鱼匀浆( 103 ng·mL －1 ) ＞ ＞头尾匀浆
( 102 ng·mL －1 ) 。其中，PFOS 暴露所引起的血浆和
头尾匀浆中 VTG含量的升高与剂量呈负相关关系，
暴露浓度为 0． 1 μg·L －1时，与对照组相比，有显著

性差异( p ＜ 0． 05) ; 而全鱼匀浆液中 VTG 的含量与
对照组相比略有升高，但均无显著性差异( p≥0．
05) 。

图 1 全氟辛烷磺酸( PFOS) 暴露对雄性斑马鱼
血浆、全鱼和头尾匀浆中 VTG含量的影响

注: 数据用平均值 ±标准偏差( Mean ± SD) 表示，每组数据样本

量 n≥3; 柱形上方参数中有一个字母相同则无显著性差异，反之

则有显著性差异( p ＜0． 05) 。

Fig． 1 Effects of perfluorooctane sulfonate ( PFOS)
on VTG levels in blood plasma，whole body homogenate

and head＆tail homogenate of male zebrafish

2． 2 PFOS暴露对雌性斑马鱼血浆、全鱼和头尾匀
浆液中 VTG含量的影响

21 d染毒实验结束时，雌性斑马鱼没有出现死
亡，血浆、全鱼和头尾匀浆液中 VTG 含量的检测结
果如图 2 所示。可以看出，PFOS暴露也可引起雌性
斑马鱼血浆、全鱼匀浆和头尾匀浆液中 VTG含量的

升高，不同样品中 VTG 含量的排序为: 血浆( 105

ng·mL －1 ) ＞ ＞全鱼匀浆( 104 ng·mL －1 ) ＞头尾匀浆
( 104 ng·mL －1 ) ; 同时，比较图 1 和图 2 可以发现，3
种样品中 VTG含量的排序均为雌鱼 ＞ ＞雄鱼。其
中，PFOS 暴露所引起的雌鱼血浆和头尾匀浆中
VTG含量的升高与剂量呈倒 U型曲线关系，暴露浓
度为 10 μg·L －1时，与对照组相比，有显著性差异( p
＜ 0． 05) ，不过，需指出的是该暴露浓度下的数据误
差较大; 而全鱼匀浆液中的 VTG含量相比于对照组
有所升高，但均无显著性差异( p≥0． 05) 。

图 2 PFOS暴露对雌性斑马鱼血浆、
全鱼和头尾匀浆中 VTG含量的影响

注: 数据用平均值 ±标准偏差( Mean ± SD) 表示，每组数据样本

量 n≥3。

Fig． 2 Effects of PFOS on VTG levels in blood plasma，
whole body homogenate and head＆tail

homogenate of female zebrafish

3 讨论( Discussion)
VTG 是由卵生动物的肝细胞在内源性或外源

性雌激素作用下( 作用于肝雌激素受体) 而产生的，

经血液运输到卵巢，经过修饰后以卵黄蛋白的形式

储存于卵母细胞中，为胚胎的发育提供氨基酸、脂
肪、碳水化合物、维生素、磷和硫等营养和功能性物
质。故而，通过测定体内 VTG含量可以评价环境内
分泌干扰物的类雌激素活性。21 d 染毒结束时，雄
性和雌性斑马鱼均没有出现死亡现象，表明本研究

所选用的 PFOS染毒浓度不足以造成斑马鱼的急性
毒性损伤，也说明了本实验所选用的暴露浓度适合

研究 PFOS 的环境内分泌干扰效应。实验结果显
示，PFOS 暴露可引起雄性和雌性斑马鱼血浆、全鱼
匀浆和头尾匀浆液中 VTG 含量的升高，且 VTG 含
量排序为雌鱼( 血浆 ＞ ＞全鱼匀浆 ＞头尾匀浆) ＞
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＞雄鱼( 血浆 ＞ 全鱼匀浆 ＞ ＞ 头尾匀浆) ，这表明
PFOS暴露对斑马鱼的内分泌干扰作用明显，其毒性
作用机制可能是类雌激素效应。同时可知，血浆、全
鱼匀浆和头尾匀浆中 VTG 含量都有可能作为类雌
激素效应的有效生物标志物。VTG 直接通过雌激
素受体调节途径合成，在成熟雌鱼体内含量较高，而

未经雌激素染毒的成年雄鱼体内的 VTG 背景含量
很低，故而，雌鱼体内 VTG 含量明显大于雄鱼体内
VTG含量; 由于 VTG 在雌鱼体内经血液运输到卵
巢，故血浆内 VTG 含量最高，而血管较少的头尾匀
浆中的 VTG含量最低，全鱼匀浆中 VTG含量居中。
实验结果显示，血液和头尾匀浆液中的 VTG含

量可作为评价 PFOS内分泌干扰效应的敏感生物标
志物，但性别和组织部位不同，其响应曲线有所差

别。其中，雄鱼可能对 PFOS 暴露更为敏感，在极低
浓度( 0． 1 μg·L －1 ) 下，雄鱼血液和头尾匀浆液中的

VTG含量与对照组相比，即呈现出显著性差异( p ＜
0． 05) 。当暴露浓度分别升至 1、10 和 100 μg·L －1

时，雄鱼血液和头尾匀浆液中的 VTG含量与对照组
相比虽有所上升，但均低于 0． 1 μg·L －1浓度下的

VTG含量，且随暴露浓度的升高呈现下降的趋势。
可能的原因为: 低浓度( ＜ 0． 1 μg·L －1 ) 的 PFOS 对
雄性斑马鱼表现出明显的毒物作用效应，即呈现毒

物刺激荷尔蒙效应，而较高浓度( ＞ 0． 1 μg·L －1 ) 的

PFOS对雄鱼表现出饱和抑制效应。雌鱼对 PFOS
暴露的耐受性可能略高于雄鱼，雌鱼血液和头尾匀

浆液中 VTG含量的升高随暴露浓度的升高呈现倒
U型趋势，PFOS 的暴露浓度为 10 μg·L －1时，VTG
含量与对照组相比有显著性差异( p ＜ 0． 05 ) ，但因
该暴露浓度处的 VTG含量的检测结果误差较大，只
能推测 PFOS 对雌鱼可能存在毒物刺激荷尔蒙效
应。本实验中虽未设置阳性对照，但根据文献报
道［19-20］，浓度为 5 ～ 100 ng·L －1的 17α-乙炔基雌二
醇( EE2) 会诱导稀有鮈鲫和斑马鱼幼鱼体内合成大
量的 VTG。结合本实验的结果，可以看出，与 EE2
的雌激素效应类似，PFOS对斑马鱼的毒性作用可能
呈现类似 EE2 的类雌激素内分泌干扰效应，但其作
用浓度高于 EE2，表明 PFOS的类雌激素效应可能弱
于 EE2，不过，这并不影响 VTG含量作为有效终点指标
用于监测和评价环境化学物质的类雌激素效应。
全鱼匀浆液中的 VTG 含量与对照组相比均无

显著性差异，这可能是因为全鱼匀浆液既含有 VTG
含量较高的血管，又含有 VTG含量较低的肌肉和骨

骼，生理组成复杂，其 VTG含量指示 PFOS暴露后的
类雌激素效应的敏感性有所降低。
综上所述，本研究的结果表明，PFOS 暴露对斑

马鱼的内分泌干扰作用明显，其毒性作用机制可能

是类雌激素效应，而血液和头尾匀浆液中 VTG含量
能够作为评价 PFOS内分泌干扰效应的敏感生物标
志物，但响应曲线可能随性别和组织部位的不同呈

现差异。为了更全面和系统地考察斑马鱼的 VTG
含量作为生物标志物用于环境内分泌干扰效应的评

价的科学性，有待进一步提取斑马鱼的肝脏、性腺和
脑等多种组织进行 VTG含量变化的分析和比较，这
是本研究组下一步的研究方向。
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