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摘要: 对羟基苯甲酸丙酯(propylparaben, PrP)作为防腐剂,广泛添加于食品、药品和个人护理品中,其大量使用对水环境构成了

潜在威胁。 本研究以野生来源的食蚊鱼(Gambusia affinis)雌鱼为研究对象,开展了不同浓度 PrP (0.15、6.0 和 240.0 μg·L-1 )的
� 4 d和 16 d 暴露实验,以鱼体大脑、鱼鳃和肝脏的组织切片为毒性效应指标,分析了食蚊鱼抗氧化与内分泌功能相关基因 mRNA

的表达变化。 结果表明,不同暴露时间 PrP 对食蚊鱼的鱼鳃、肝脏组织均造成不同程度的损伤。 随着暴露时间延长,大脑的抗

氧化相关基因表达量上调,但鱼鳃的抗氧化相关基因和肝脏的 cat、cyp4501a 基因表达量下调,氧化应激反应逐渐减弱。 PrP
� 暴露 4 d 后,随暴露剂量的增加,大脑组织的内分泌相关基因呈现先升高后下降的趋势;暴露 16 d 后,大脑组织的内分泌相关

基因相对于对照组呈现升高的趋势。 PrP 暴露 4 d 后,与对照组相比,肝脏组织的内分泌相关基因中,低浓度处理组(0.15 μg·
L-1 PrP) vtgB 基因和高浓度处理组(240.0 μg·L-1 PrP)的 arβ 基因表达量有显著差异,其他处理组无显著变化;暴露时间延长至

16 d 时,各处理组肝脏组织样品的 erα、erβ、arα、arβ、vtgC 和 vtgB 基因的表达量上调,表明 PrP 对食蚊鱼具有雌激素效应。 本

� 研究从鱼体组织损伤和关键功能基因 mRNA 表达变化,揭示 PrP 对食蚊鱼的毒性损伤、氧化应激和内分泌干扰作用,为 PrP
的潜在健康风险评估和安全应用提供了科学依据。
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Abstract: Propylparaben (PrP) is widely applied in food, pharmaceuticals and personal care products as preserva-
tives, and the extensive usage of PrP has posed potential threat to aquatic ecosystem. In this study, wild-sourced
female mosquitofish were treated with different concentrations of PrP (0.15, 6.0 and 240.0 μg·L-1) for 4 d and 16
d respectively. The tissue sections as well as mRNA expression changes of antioxidant and endocrine-related genes
from the brain, gills and liver, were analyzed to investigate the toxicological effects of PrP on mosquitofish. The
results showed that different PrP exposure time resulted in varying degrees of damage to the gills and liver of
mosquitofish. With the extension of exposure time, the expression of antioxidant-related genes in the brain was
up-regulated, whereas the expression of antioxidant-related genes in the gills, as well as cat and cyp4501a genes in
the liver, were down-regulated, and the oxidative stress response in the gills and liver gradually weakened. When
female mosquitofish were exposed to PrP for 4 d, the endocrine-related genes in the brain increased firstly and then
decreased with increasing PrP dose, while in the 16-d-PrP-exposure groups, the genes showed an increased trend
compared with that of the control. After 4 d of PrP exposure, a significant difference was observed in the expression
of the vtgB gene within liver tissues between the 0.15 μg·L-1 PrP group and the control group, as well as in the

� expression of the arβ gene within liver tissues between the 240.0 μg·L-1 PrP group and the control group; however,
no significant differences were found in other endocrine-related genes among different PrP groups and the control
group. When the exposure time was extended to 16 d, the expression of erα, erβ, arα, arβ, vtgC and vtgB genes in the
liver was all up-regulated in the three treatment groups, indicating that PrP had estrogenic effects on mosquitofish.
This study revealed the toxic damage, oxidative stress and endocrine disrupting effects of PrP on mosquitofish,
through the phenotypic variations in tissues and changes in mRNA expression of key functional genes, which will
provide a scientific basis for the potential health risk assessment and safe application of PrP.
Keywords: propylparaben; mosquitofish; endocrine disruption; female fish; tissue injuries

　 　 对羟基苯甲酸酯(parabens)是一类烷基脂化合

物,包括对羟基苯甲酸甲酯(MeP)、对羟基苯甲酸乙

酯(EtP)、对羟基苯甲酸丙酯(PrP)、对羟基苯甲酸异

丙酯(IPP)、对羟基苯甲酸丁脂(BuP)等[1],随着对羟

基苯甲酸酯烷基侧链长度的增加,这类化合物的抗

菌活性、疏水性和雌激素活性增强[2-3]。 Parabens 具

有优异的防腐和抗菌性能,广泛应用于食品、药品和

个人护理品中[4]。 目前研究发现,其具有生殖和发

育毒性、致癌性以及内分泌干扰等影响[5],被列为新

型污染物。 其中,对羟基苯甲酸丙酯(propylparaben,
PrP)是使用最广泛的 parabens 之一,我国 PrP 的生

产量为>10 000 t·月-1,原卫生部建议食物中 MeP、
EtP 和 PrP 最高允许浓度为 0.5 g·kg-1 [6]。 PrP 在室

内灰尘、地表水、土壤和生物体内也常被检出[7]。 例

如,巴西地表水中检测到的 PrP 最大浓度为 52.1 μg
·L-1 [8];法国污水处理厂排放区检测到 PrP 的最大浓

度为 3.98 μg·L-1 [9];PrP 在鱼类、无脊椎动物、海草

和红树等动植物体内检出的质量浓度范围为<0.024
~ 1 140 ng·g-1 [10]。

PrP 结构与雌激素类似,具有雌激素效应[11],可
干扰生物体的内分泌功能,如 PrP 可抑制精子发

生[12],诱导虹鳟鱼肝脏和肌肉血浆中的卵黄原蛋白

合成水平升高[13]。 PrP 能通过氧化应激诱导斑马鱼

脑细胞凋亡,致使鱼体出现焦虑行为[14]。 此外,PrP
还能影响天然激素酶的活性,干扰类固醇的生成[15]。
PrP 还可影响斑马鱼的早期发育,出现心跳减弱、血
液循环减少、瘀血、心包水肿、脊索变形和卵黄囊变

形等现象[16]。 PrP 对小鼠卵巢雌二醇分泌和排卵也

有不良影响,注射 PrP 后小鼠血清的雌二醇含量显

著升高,发情周期紊乱,卵母细胞数量显著减少[17]。
PrP 暴露 4 d 后,斑马鱼的卵黄中性脂质减少,卵黄

囊内磷脂代谢受损[18]。 PrP 对水生生物具有内分泌

干扰效应,故对其内分泌干扰能力的精确评估尤为

重要。
食蚊鱼(Gambusia affinis)是一种分布广泛的小

� 型卵胎生淡水鱼类,具有体型小、易捕捞等优势,常
被用做环境污染物的有效指示生物[19-20]。 本课题组

前期研究发现,PrP 可诱导野生来源的食蚊鱼雄鱼

组织损伤、精子发生延迟、类固醇生成异常,具有雌

激素效应[21],那么,PrP 对食蚊鱼雌鱼是否具有相似

的影响,还需进一步研究。
综上,本研究对比了不同 PrP 剂量 (0.15、6 和
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240 μg·L-1)和不同暴露时间(4 d、16 d)对食蚊鱼不

同组织(大脑、肝脏和鱼鳃)的毒性损伤,基于食蚊鱼

抗氧化相关基因与内分泌相关基因 mRNA 的表达

变化,分析了 PrP 对食蚊鱼雌鱼抗氧化系统和内分

泌系统的影响,为 PrP 的风险评估和安全应用提供

科学依据和研究基础。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验动物

食蚊鱼购自广西荔浦青山水产养殖场,于实验

室的水生生物养殖系统驯养 2 周。 实验用水为连续

曝气 48 h 以上的自来水,水温为(25±1) ℃,pH 为

(7.0±0.1),溶解氧>5 mg·L-1,光周期为 14 h ∶ 10 h
(白昼/黑暗),每日早晚定时投喂 2 次丰年虫和小型

鱼类专用饲料。 挑选健康活泼、大小均一的雌鱼作

为实验用鱼,鱼体平均体质量为(0.16±0.05) g,平均

体长为(2.26±0.18) cm。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 PrP 暴露实验

采用半静态法对雌鱼进行 PrP 暴露实验,以 PrP
的环境浓度及其对食蚊鱼的 96 h-LC50 (9.14 mg·
L-1)为参考依据[22],设置 3 个不同 PrP 浓度组(0.15、
6 和 240 μg·L-1 ),并设二甲基亚砜(DMSO)对照组。
按照实验需求配制母液,4 ℃避光保存,并逐级稀释

为不同剂量暴露液,暴露实验中 DMSO 的最终浓度

为 0.05% (V ∶V)。 暴露实验在玻璃烧杯中进行,每
� 个实验组设置 4 组平行,每个平行中有 2 L PrP 溶

液,各放入 9 尾雌鱼,暴露时间分为 4 d 和 16 d(分别

代表急性毒性和亚慢性毒性暴露),每 24 h 更换 1/2
PrP 溶液,早晚固定喂食 2 次并及时吸出残饵和排

泄物,记录每个烧杯中食蚊鱼的死亡情况。
暴露结束后,分别记录实验用鱼的体长和体质

量。 采用冰浴解剖,在体式显微镜下快速取出食蚊

鱼的大脑、鱼鳃、肝脏组织,每个平行组随机挑选 4
尾鱼的组织置入 RNA 保存液(TaKaRa)中,4 ℃保存

过夜后于-20 ℃保存,用于提取 RNA;另随机挑选 5
尾鱼,置于 10%甲醛溶液中,用于开展组织病理切

片实验。
1. 2. 2　 组织切片及 HE 染色

用 OCT 包埋剂(美国樱花 SAKURA)浸没食蚊

鱼不同组织后速冻,采用切片机(德国徕卡,LEICA
CM1850)进行组织切片。 用苏木精-伊红染色法

(HE)染色,使用中性树脂封片,置于显微镜下观察食

蚊鱼的组织变化,并拍照记录。

1. 2. 3　 总 RNA 提取和 cDNA 合成

食蚊鱼大脑、肝脏和鱼鳃组织的总 RNA 提取

过程如下:样品中加入 RNAiso Plus 试剂(TaKaRa)和
经灭菌的研磨珠后,使用研磨机(XFSTPRP-48,上海

净信实业发展有限公司)进行低温匀浆,加入三氯甲

烷(分析纯,西陇科学有限公司)并离心使各成分相

分离,随之加入异丙醇 (分析纯,西陇科学有限公

司),颠倒混匀后离心,得到凝胶状 RNA 沉淀;加入

预冷的 75%乙醇(分析纯,西陇科学有限公司)洗涤

RNA 沉淀, 最后加入无 RNase 的水, 充分溶解

RNA,得到组织的总 RNA,使用微量分光光度计

(Quawell Q5000)检测 RNA 的质量和含量。 用 Prime
Script RT reagent Kit with gDNA Eraser 试 剂 盒

(TaKaRa)将 RNA 反转录为 cDNA,用于荧光定量

PCR 实验。
1. 2. 4　 荧光定量 PCR 实验

选择抗氧化相关基因与内分泌相关基因,设计

qPCR 特异性引物(表 1),引物由华大基因公司合成。
以各处理组和对照组样品 cDNA 为模板,食蚊鱼

gapdh 基因作为内参基因,使用 PowerUpTM SYBRTM

� Green Maser Mix 试剂盒(ABI,美国赛默飞世尔科技

公司),开展荧光定量 PCR 实验,每个样品重复 3
次,并设置阴性对照。
1. 2. 5　 数据统计与分析

采用 2-ΔΔCT 法计算目的基因的 mRNA 相对表

� 达量,qPCR 实验数据采用平均值±标准误差(Mean
±SEM)表示,并使用 GraphPad prism 9 软件进行绘

图。 通过 t 检验分析对照组和每个处理组之间的差

� 异,以*表示差异显著(P<0.05)。 使用单因素方差分

� 析(One-Way ANOVA)和 Tukey 多重比较法对不同

的处理组进行统计分析。

2　 结果(Results)
PrP 暴露食蚊鱼雌鱼 4 d 和 16 d 后,各组 (0、

0.15、6 和 240 μg·L-1)实验用鱼健康状况良好,未出

现死亡情况,表明本研究选取的 PrP 剂量对食蚊鱼

未产生急性毒性效应。
2. 1　 PrP 诱导食蚊鱼雌鱼的组织损伤

2. 1. 1　 食蚊鱼大脑的组织损伤

大脑切片中,边缘层(SM),中央层(SC),视顶盖

周围层(PGZ),半圆环腹外侧核(TSvl)的结构如图 1
所示,边缘层由神经纤维和神经元组成,中央层含有

较多的神经细胞,视顶盖周围层(PGZ)含有致密的神

经元。 不同浓度 PrP (0.15、6 和 240 μg·L-1 )暴露食
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表 1　 食蚊鱼荧光定量 PCR 实验的特异性引物序列

Table 1　 Specific primer sequences of Gambusia affinis used in the qPCR experiments

基因

Gene
正向引物序列 F (5’ ~ 3’ )

Forward primer sequence F (5’ ~ 3’ )
反向引物序列 R (5’ ~ 3’ )

Reverse primer sequence R (5’ ~ 3’)
参考文献

Reference

gapdh TTCACGCCATCACTGCCACA TCAGGGATGACCTTGCCAACAG [23]

cat CCATCTTCTTCATCAGGGACGC GGGTTTGAGGGTTTCGCTTCT [20]

gst TGCTCGCCATCAATCCCAGG AAGCACCGTAGGACTCGTTCAG [20]

cyp4501a CCTCGCTGAAGATTTTGTCC TGTTGAAGCGGTTGTTGAGG [20]

erα CTTGCCGACTCAGGAAGTGTTAC TGACGCCAGTCTGTCGTTTGT [24]

erβ TTACTGACAGCCCATCATCCAT GGTGGGTTTGGTTCATTGTAGAC [24]

arα GCTTCAGGCACGAGGATTTC GGTGACCGCTCCGTAATGAC [24]

arβ CGATGCCCAGACCCAGATTAC GAGGCGAGGTGATGAAAATGC [24]

gnrh TGTCGAAACGCTGACTCTGT CAGTTCCCTCTTTCCGCCTG [25]

gnrhr TGACGTTTGTGGTGATGCCT CAAGCTGATGACGACCAGGA [25]

cyp19a1b GAAGCTGGATGACGACCTTGACTT GCTCCACCTTCGGGTTTTGTTT [25]

vtgC TGAGCGACAACACTTCAGTGC AGCCTTTGGTCCTGGGTTATC [25]

vtgB TCCACCAGCATTCCATCTCAG TAATGGCACGGACAAGGACTG [25]

cyp19a ATCACATAAGATATGTCACGGTTCG GGATGATTTGTTGCCATAGGAGC [26]

star TAGTGGGACCGAGGGACTTT ACACCTTTCTGCTCTGGCAT [25]

图 1　 不同对羟基苯甲酸丙酯(PrP)处理组暴露 4 d 和 16 d 后食蚊鱼雌鱼脑组织切片

注:(a) ~ (h)分别表示对照组和不同 PrP 处理组(0.15、6 和 240 μg·L-1 )暴露 4 d 和 16 d 后食蚊鱼雌鱼大脑组织切片;
SM 代表边缘层,SC 代表中央层,PGZ 代表视顶盖周围层,TSvl 代表半圆环腹外侧核。

Fig. 1　 Histological appearance of the female mosquitofish brain after propylparaben (PrP) exposure
with different concentrations for 4 d and 16 d

Note: (a) ~ (h) indicate the histological appearance of the female mosquitofish brain after 4 d and 16 d exposure in the control and PrP

groups (0.15, 6 and 240 μg·L-1 ); SM stands for stratum marginale; SC stands for stratum centrale, PGZ stands for stratum

periventriculare tecti optici, and TSvl stands for ventrolateral nucleus of torus semicircularis.
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蚊鱼雌鱼 4 d 和 16 d 后,组织切片显示脑组织切片

分层较为清晰,细胞排列紧密,脑组织未出现空泡

化、充血、黑化等病理病变(图 1(a) ~ (h))。
2. 1. 2　 食蚊鱼鱼鳃的组织损伤

鱼鳃组织切片显示,对照组鳃丝表面平缓舒展,
鳃小片分布均匀、梳状排列,且结构完整、长短均匀,
细胞均无损伤、脱落(图 2(a)、图 2(e))。 随着暴露时

间的延长和 PrP 浓度的增加,鱼鳃的组织结构损伤

程度加重(图 2(b) ~ (d)、图 2(f) ~ (h))。 PrP 处理组

(0.15、6 和 240 μg·L-1 )暴露 4 d 后出现轻度和中度

鱼鳃损伤,0.15 μg·L-1 PrP 处理组鳃小片增生,肿胀

厚度明显增加,顶端膨大严重且呈棒状(图 2(b));6
μg·L-1处理组多数上皮细胞肿胀、肥大,损伤脱落,
受损程度有所增加(图 2(c));240 μg·L-1处理组损伤

较严重,少数鳃小片断裂,基部与鳃丝连接处出现粘

连,整体宽度增加,鳃丝上皮细胞明显增多且分布杂

乱,上皮细胞受损、脱落,相邻鳃小片之间相互接近,
末端鳃小片融合(图 2(d))。 暴露 16 d 后,鱼鳃损伤

加重,0.15 μg·L-1 PrP 处理组部分上皮细胞损伤脱

落严重,鳃小片顶端膨大严重,个别出现空泡化(图
2(f));6 μg·L-1处理组鳃小片严重扭曲、排列无序、
整体增厚、顶端明显膨大,并有较多上皮细胞受损

(图 2(g));240 μg·L-1处理组损伤较严重,出现少数

鳃小片断裂,基部与鳃丝连接处出现粘连,整体宽度

显著增加,鳃小片细胞肿胀、增生,且顶端明显膨大

且呈棒状(图 2(h))。
2. 1. 3　 食蚊鱼肝脏的组织损伤

组织切片显示,对照组的肝细胞为多边形,细胞

间边界清晰,排列有序,大小均匀的圆形细胞核分布

在细胞中心,HE 染色评价基本正常 (图 3 (a),图 3
(e))。 PrP 对肝细胞形态的损伤具有时间和剂量效

应(图 3(b) ~ (d)、图 3(f) ~ (h)),随着暴露时间的延长

图 2　 不同 PrP 处理组暴露 4 d 和 16 d 后食蚊鱼雌鱼鱼鳃组织切片

注:(a) ~ (h)分别表示对照组和不同 PrP 处理组(0.15、6 和 240 μg·L-1 )暴露 4 d 和 16 d 后食蚊鱼雌鱼鱼鳃的组织切片;
PL 代表鳃丝;SL 代表鳃小片;BV 代表血管;红色箭头代表鳃小片顶端膨大严重且呈棒状;
黄色箭头代表上皮组织脱落;蓝色箭头代表上皮细胞水肿;黑色箭头代表次生片层融合。

Fig. 2　 Histological appearance of the female mosquitofish gills after PrP exposure with different concentrations for 4 d and 16 d
Note: (a) ~ (h) indicate the histological appearance of the female mosquitofish gills after 4 d and 16 d exposure in the control and PrP

groups (0.15, 6 and 240 μg·L-1 ); PL stands for primary lamella coverslip; SL stands for secondary lamella; BV stands

for blood vessel; red arrows indicate apex of the gills was severely enlarged and rod-shaped; yellow arrows indicate epithelial lifting

and sloughing; blue arrows indicate intraepithelial oedema; black arrows indicate fusion of secondary lamellae.
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图 3　 不同 PrP 处理组暴露 4 d 和 16 d 后食蚊鱼雌鱼肝脏组织切片

注:(a) ~ (h)分别表示对照组和不同 PrP 处理组(0.15、6 和 240 μg·L-1 )暴露 4 d 和 16 d 后食蚊鱼雌鱼肝脏组织切片;
黑色箭头代表肝血窦扩张充血;红色箭头代表细胞空泡化;蓝色箭头代表个别细胞核出现溶解;绿色箭头代表细胞核集中分布。

Fig. 3　 Histological appearance of the female mosquitofish liver after PrP exposure with different concentrations for 4 d and 16 d
Note: (a) ~ (h) indicate the histological appearance of female mosquitofish liver after 4 d and 16 d exposure in the control and PrP

groups (0.15, 6 and 240 μg·L-1 ); black arrows indicate liver blood sinus expansion and congestion; red arrows indicate cell vacuolation;

blue arrows indicate occasional nuclei dissolution; green arrows indicate nucleus centralized distribution.

和 PrP 浓度的增加,肝脏中的组织损伤愈发严重,毒
性效应出现时间越早。 PrP 处理组 (0.15、6 和 240
μg·L-1)暴露 4 d 后,出现轻度和中度肝损伤,其中

0.15 μg·L-1 PrP 处理组肝脏中肝细胞整体分布不均

匀,肝细胞周围出现较小的空泡(图 3(b));6 μg·L-1

PrP 处理组出现少量空泡,个别肝血窦扩张程度加

重(图 3(c));240 μg·L-1 PrP 处理组肝脏损伤较严

重,出现空泡化、核偏移且变形、胞质透明等异常的

肝细胞比例提高;严重的部位出现细胞核萎缩、偏
移、溶解、细胞间界限模糊,部分细胞坏死(图 3(d))。
PrP 暴露 16 d 后肝细胞损害加重,其中 0.15 μg·L-1

PrP 处理组出现个别肝血窦扩张和空泡化,个别肝

细胞肿大现象(图 3(f));6 μg·L-1处理组肝血窦扩

张、充血严重,肝细胞水肿、气泡状空泡、细胞核萎

缩、变形以及偏移和淡染,胞质透明,细胞分布杂乱

无章且细胞个数显著减少(图 3(g));240 μg·L-1 PrP
处理组肝脏损伤最严重,细胞排列杂乱无序,肝血窦

内红细胞增多,细胞水肿较严重,细胞核偏移、淡染、

细胞数目显著减少,且相邻肝细胞的细胞核聚集,坏
死细胞增多,形成肝组织局部病灶(图 3(h))。
2. 2　 PrP 对食蚊鱼抗氧化相关基因表达的影响

由图 4(a)和图 4(b)中可知,PrP 暴露 4 d 时,各
处理组(0.15、6 和 240 μg·L-1 )大脑组织中 cat 基因

� 的相对表达量无显著变化(P>0.05);240 μg·L-1处理

� 组 gst 和 cyp4501a 基因相对表达量显著上调 (P <
� 0.05);PrP 暴露 16 d 时,240 μg·L-1处理组 cat 基因

� 相对表达量显著上调,0.15 μg·L-1 和 240 μg·L-1

PrP 处理组 gst 基因的相对表达量显著大于对照组

� (P<0.05 ), 6 μg·L-1 和 240 μg·L-1 PrP 处理组

� cyp4501a 基因的相对表达量都显著上调(P<0.05),
� 其均值分别为对照组均值的 3.29 倍和 2.47 倍。

由图 4(c)可知,PrP 暴露 4 d 时,各处理组(0.15、
6 和 240 μg·L-1 )鱼鳃组织的 cat 基因相对表达量与

� 对照组无显著差异(P>0.05),但 0.15 μg·L-1处理组

� 显著<6 μg·L-1处理组(P<0.05);6 μg·L-1和 240 μg·
L-1处理组 gst 基因相对表达量显著大于对照组和
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� 0.15 μg·L-1 处理组 (P <0.05 );240 μg·L-1 处理组

� cyp4501a 基因相对表达量显著大于对照组和其他

� 组(P<0.05);暴露时间延长至 16 d 时(图 4(d)),0.15
� μg·L-1 PrP 处理组 cyp4501a 基因相对表达量显著

� 小于对照组(P<0.05),6 μg·L-1和 240 μg·L-1 PrP

� 处理组 cat、gst 基因相对表达量显著小于对照组(P<
0.05)。

由图 4(e)和图 4(f)可知,PrP 暴露 4 d 后,各处理

组(0.15、6 和 240 μg·L-1)食蚊鱼肝脏组织中 cat、gst
和 cyp4501a 基因的相对表达量与对照组无显著差异
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图 4　 不同 PrP 处理组暴露 4 d 和 16 d 对食蚊鱼雌鱼不同组织(大脑、鱼鳃和肝脏)抗氧化相关基因表达的影响

注:柱形图上的*代表相同处理时间不同 PrP 处理组间的显著差异(*代表 P<0.05),下同。

Fig. 4　 Expression changes of antioxidant-related genes in different tissues of female mosquitofish
(brain, gills and liver) from different groups after PrP exposure for 4 d and 16 d

Note: The *on the bars represent significant differences between the PrP groups (* indicate P<0.05), the same as follows.
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(P>0.05)。 PrP 暴露 16 d 后,各处理组肝脏组织中

� cat 基因的相对表达量均显著小于对照组(P<0.05);6
� μg·L-1 PrP 处理组 gst 的相对表达量显著大于对照

� 组(P<0.05),其均值为对照组均值的 2.83 倍;6 μg·
� L-1 PrP 处理组的 cyp4501a 基因相对表达量显著下

� 调(P<0.05),比对照组下降 74% 。
综上可知,PrP 暴露 4 d 时,6 μg·L-1和 240 μg·

L-1处理组的鱼鳃 cat、gst 和 cyp4501a 基因的相对表

达量上调,240 μg·L-1处理组大脑 gst 和 cyp4501a
基因相对表达量显著上调,而肝脏组织的基因相对

� 表达变化不显著,说明鱼鳃作为直接接触水中污染

物的器官,反应最为灵敏迅速,最先启动抗氧化防御

机制。 暴露 16 d 后,240 μg·L-1 处理组的大脑中

cat、gst 和 cyp4501a 基因的相对表达量上调,表明随

� 暴露时间的增加,大脑组织调控各解毒器官的响应

谱,以减少过量的活性氧导致生物体氧化应激损伤

的危害。 鱼鳃和肝脏的 cat 和 cyp4501a 相对表达量

� 下降,表明随暴露时间的延长,鱼鳃和肝脏组织中氧

化应激反应逐渐减弱。 PrP 处理组中,gst 基因在鱼

� 鳃中的相对表达量下降,在肝脏中上调,说明在 16 d
时肝脏的应激抗氧化反应比鱼鳃强。
2. 3　 PrP 对食蚊鱼内分泌相关基因表达的影响

2. 3. 1　 PrP 对大脑内分泌相关基因表达的影响

PrP 暴露食蚊鱼 4 d 后(图 5(a)),相比对照组,
0.15 μg·L-1处理组大脑中内分泌相关基因表达量

均保持上调趋势,其中 erα、erβ、arβ 的 mRNA 相对

� 表达量显著大于对照组(P<0.05);除 erα 基因外,240
� μg·L-1处理组其他基因的相对表达量均显著小于

对照组(P<0.05);此外,6 μg·L-1和 240 μg·L-1 PrP
� 处理组的基因表达量相对于 0.15 μg·L-1处理组均

有下降趋势,其中 erα、erβ、arα、arβ、gnrhr、cyp19a1b
的基因相对表达量显著<0.15 μg·L-1处理组。 240

� μg·L-1处理组 gnrh 相对表达量显著<0.15 μg·L-1

� PrP 处理组(P<0.05)。
PrP 暴露食蚊鱼 16 d 后,由图 5(b)可知,PrP 各

处理组(0.15、6 和 240 μg·L-1 )的内分泌干扰相关基

因的相对表达量均呈现上调趋势,其中各处理组

erβ、arα 和 arβ 相对表达量均显著大于对照组 (P<
� 0.05);同时,6 μg·L-1处理组 erα 基因表达量和 0.15
� μg·L-1处理组 gnrh 基因表达量相对于对照组显著

� 上调, 6 μg·L-1 和 240 μg·L-1 处理组 gnrhr 和

� cyp19a1b 相对表达量也显著大于对照组。
综上可知,不同浓度 PrP 暴露食蚊鱼雌鱼 4 d

后,大脑组织中内分泌相关基因的相对表达量随暴

露浓度的增加呈现先升高后下降的趋势,说明 PrP
急性暴露对食蚊鱼雌鱼内分泌干扰效应呈抛物线型

变化;暴露 16 d 后,内分泌相关基因的相对表达量

呈现出升高的趋势,随时间的增加,PrP 对食蚊鱼大

脑组织的内分泌干扰效应加强。
2. 3. 2　 PrP 对肝脏内分泌相关基因表达的影响

由图 6(a)可知,PrP 暴露雌鱼 4 d 时,各处理组

(0.15、6 和 240 μg·L-1)肝脏组织中内分泌相关基因

(erα、erβ、arα、vtgC、cyp19a 和 star)相对表达量与对

� 照组无显著差异(P>0.05),但 240 μg·L-1处理组 arβ
表达量相对于对照组显著上调,0.15 μg·L-1处理组

� vtgB 相对表达量显著小于对照组(P<0.05)。
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图 5　 不同 PrP 处理组暴露 4 d 和 16 d 对食蚊鱼雌鱼大脑内分泌相关基因表达的影响

Fig. 5　 Expression changes of endocrine disrupting-related genes of female mosquitofish
brain from different groups after PrP exposure for 4 d and 16 d
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图 6　 不同 PrP 处理组暴露 4 d 和 16 d 对食蚊鱼雌鱼肝脏内分泌相关基因表达的影响

Fig. 6　 Expression changes of endocrine disrupting-related genes of female mosquitofish liver
from different groups after PrP exposure for 4 d and 16 d

　 　 由图 6(b)可知,PrP 暴露雌鱼 16 d 时,6 μg·L-1

和 240 μg·L-1处理组的 erα 基因相对表达量均显著

� 大于对照组 (P <0.05),其均值分为对照组均值的

� 13.73 倍和 26.95 倍。 240 μg·L-1 PrP 处理组 erβ 基

� 因相对表达量显著大于对照组和其他处理组(0.15
μg·L-1和 6 μg·L-1 )(P<0.05),为对照组均值的 2.57

� 倍。 各处理组 arα 基因表达量相对于对照组均显著

� 上调(P<0.05),0.15 μg·L-1和 240 μg·L-1 PrP 处理组

arβ 基因的相对表达量显著大于对照组(P<0.05),其
� 中 240 μg·L-1处理组 arβ 基因相对表达量也显著大

� 于其他处理组(P<0.05)。 vtgB 基因表达量均显著大

� 于对照组,其相对表达量均值分为对照组均值的

26.47 倍、19.48 倍和 155.83 倍。 0.15 μg·L-1和 240
μg·L-1 PrP 处理组 vtgC 基因相对表达量显著大于

� 对照组(P<0.05)。 各处理组 cyp19a 和 star 基因的相

� 对表达量无显著变化(P>0.05)。

3　 讨论(Discussion)
3. 1　 PrP 暴露对食蚊鱼雌鱼鱼鳃组织的毒性影响

鱼鳃是鱼类主要的呼吸器官,鳃小片是鱼鳃上

进行气体交换的主要场所,可直接接触水中污染物,
反应灵敏。 Flores-Lopes 和 Thomaz[27]的研究表明,
鱼鳃对水环境的变化较为敏感,流域水质恶化等会

引起鱼鳃病变。 本研究中鱼鳃组织损伤随着 PrP 浓

度升高,损伤程度增强,毒性效应表现时间也越短;
同一浓度下,随着暴露时间的延长,鱼鳃组织结构损

伤程度也越严重,其中组织损伤主要表现为鳃小片

上皮细胞肿胀、增生、顶端膨大导致整体鳃小片增

厚,基部融合,具有支撑作用的柱细胞分布紊乱等。

鱼鳃的结构变化是对污染物的非特异性应激反应,
它担任着鱼类气体交换、渗透压调节和离子转运的

重要作用,同时与外界环境直接接触[28]。 鱼鳃会通

过鳃丝、鳃小片上的细胞增生,以增加水体进入鱼鳃

内部的距离,减少与水体直接接触的有效面积,阻碍

水体中 PrP 进入鱼体,从而延缓和减轻毒性效应,对
鱼体起到一定的保护作用。 在鱼鳃中观察到的组织

损伤可能是鱼鳃对 PrP 暴露的初始反应。 这种反应

同时增加了吸收氧气、物质交换的难度,严重影响鱼

体的呼吸、排泄等功能,也破坏了离子平衡和渗透压

调节机制。 研究发现 PrP 瞬时暴露和 96 h 急性暴

露食蚊鱼,鱼鳃细胞均向外排出 K+,且 K+外排量随

着浓度的升高而增大[22],表明 PrP 对鱼体有一定的

毒性,会破坏鱼体内钠钾泵的离子转运功能。
引起鱼鳃组织结构的损伤原因可能是 PrP 诱导

产生的氧化应激反应。 过氧化氢酶(cat)、谷胱甘肽

� 转移酶(gst)、细胞色素 P450 同工酶(cyp4501a)等基

� 因表达受污染物的影响,从而引起暴露生物的生理

变化。 cat、gst、cyp4501a 基因是食蚊鱼解毒相关基

� 因,PrP 暴露 4 d 和 16 d 过程中,高、中、低浓度组间

鱼鳃组织中抗氧化基因表达量差异显著。 本研究

中,6 μg·L-1和 240 μg·L-1处理组鱼鳃组织中 cat 和
gst 的基因表达量随暴露时间的增加,相对于对照组

� 呈现出先上升后降低的趋势,这可能是鱼鳃暴露于

PrP 4 d 时具有一定的应激性,随着暴露时间的延长,
其应激性逐渐减弱,从而加剧了鱼鳃组织的损伤。
3. 2　 PrP 暴露对食蚊鱼雌鱼大脑组织的毒性影响

PrP 暴露 4 d 和 16 d 后,各处理组中食蚊鱼的

大脑切片均未发现明显的组织病理变化。 PrP 暴露
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食蚊鱼 16 d 后,各处理组大脑组织的解毒相关基因

相对表达量上调,鱼体通过调节 cat、gst 和 cyp4501a
的活性以应对 PrP 暴露引起的毒性作用,随着时间

� 的延长,大脑抗氧化系统适应了 PrP 暴露引起的氧

化损伤,这可能是大脑组织未发现明显的组织病变

的原因之一。 这与 Silva 等[29]研究结果相似,尼罗罗

非鱼(Oreochromis niloticus)长时间(6 d 和 12 d)暴露

� 于亚致死浓度,尼罗罗非鱼对 PrP 抗性增加,表明

PrP 的暴露时间影响鱼类抗氧化系统的适应性。
PrP 暴露食蚊鱼 4 d 时,随着浓度增加,大脑组

织中内分泌相关基因的 mRNA 表达量均呈现先升

高后下降的趋势,具有抛物线剂量-效应关系,研究

结果与李钰静等[30]相似。 PrP 暴露后内分泌相关基

因表达表现为短时低浓度促进、高浓度抑制。 PrP
暴露食蚊鱼 16 d 后,各处理组的内分泌相关基因

(erα、erβ、arα、arβ、gnrh、gnrhr 和 cyp19a1b)显著上

� 调,这可能是因为食蚊鱼雌鱼抵抗污染物的应激能

力随暴露时间增加而增加,鱼类大脑中抗氧化系统

适应了 PrP 的氧化损伤,大脑受 PrP 内分泌干扰作

用导致内分泌相关基因显著上调。
生物体的雌激素受体(ERs)的主要作用是调节

体内雌激素的含量,许多内分泌干扰物(EDCs)可以

作为配体与雌激素竞争 ERs 上的结合位点,影响其

转录活性,从而影响生物体的正常生命活动[31]。 研

究表明 parabens (MeP、EtP、PrP 和 BuP 等)能竞争性

地结合 ERs[32],并具有类似雌激素的干扰能力,影响

ERs 依赖性基因的表达[33]。 本研究中,低浓度 PrP
组(0.15 μg·L-1 )急性毒性暴露后,食蚊鱼雌鱼大脑

中 erα 和 erβ 基因表达量的上升也可能是 PrP 作用

� 于 ERs 上的结合位点的结果;长时间 PrP 暴露导致

各处理组食蚊鱼大脑中 erα 和 erβ 基因表达量均上

� 升,表明 PrP 具有内分泌干扰效应。 这与 Kang 等[34]

的研究结果相似,EtP 暴露激活人类细胞系的 ERs,
低浓度的对羟基苯甲酸异丁酯诱导雌激素活性,表
明 parabens 能与雌激素受体 ERs 结合。 生物体中雄

激素受体(ARs)的作用与 ERs 相似,性激素通过结合

并激活 ARs 发挥其功能,ARs 在鱼类的性别分化、
性别逆转和性成熟中发挥重要作用[25]。

gnrh 和 gnrhr 分别在鱼体的下丘脑与垂体中特

� 异性表达,在 HPG 轴的稳态调节中发挥重要作

用[35]。 PrP 暴露 4 d 后,低浓度组(0.15 μg·L-1 ) gnrh
基因显著上调,中、高浓度组(6 μg·L-1和 240 μg·

� L-1)无显著变化,这与三氯生(TCS)暴露的黄河鲤鱼

gnrh 基因的变化[36]结果相似,其原因可能为 PrP 浓

� 度能导致鱼体产生应激反应,但无法引起生殖内分

泌紊乱。 同时,PrP 暴露 16 d 时,中、高浓度组 gnrhr
基因显著上调,而在低浓度组没有变化,表明长时间

暴露下中、高浓度 PrP 可能导致生殖内分泌紊乱。
芳香化酶 cyp19a1 是调节体内雌激素水平的关

键酶,可控制体内雌激素的产生速率。 研究表明性

激素变化会对 cyp19a1b 表达产生影响,其表达水平

� 的上升或下降均能影响雌激素的合成速率,从而导

致食蚊鱼的代谢失衡[25]。 PrP 暴露时间为 4 d 时,大
脑组 织 中 的 中、 高 浓 度 组 雌 激 素 受 体 ERs 和

cyp19a1b 显著下调;暴露时间延长至 16 d 时,各处

� 理组 cyp19a1b 基因的表达量均上调;可能是短时暴

� 露后中、高浓度 PrP 诱导 cyp19a1b 表达量下调,促
� 使雌鱼体内的激素水平降低,随着时间的延长,PrP

诱导雌鱼体内雄激素转化为雌激素,故 ARs 表达提

高,大脑组织各处理组中 arα 和 arβ 基因也呈上升

� 趋势。 Fang 等[25]研究发现由于雄激素睾酮在食蚊

鱼大脑中的异构为雌激素雌二醇,cyp19a1b 基因受

� 影响上调。 Pollock 等[37]的研究表明 PrP 和 BuP 能

改变代谢酶的变化,导致雌激素雌二醇水平升高。
3. 3　 PrP 暴露对食蚊鱼雌鱼肝脏组织的影响

肝脏组织是鱼类解毒的主要器官,外界毒物通

过鱼鳃或体表接触进入鱼体内,并通过血液运输到

体内各个组织器官,其中肝脏受到的毒性作用最大,
因此肝脏组织的形态学变化可以作为水体污染物毒

性作用的指标[38]。 研究表明,当肝脏受到损伤后主

要表现为肝细胞水肿、空泡化、脂沉积、肝血窦扩张

充血、细胞核固缩偏移[38],严重的损伤包括肝细胞溶

解、坏死,形成局部病灶[24]。 本研究中,经过 PrP 暴

露 4 d 和 16 d 后,PrP 处理组的食蚊鱼肝脏出现了

类似的损伤,不同处理组的肝脏组织切片呈现了不

同程度的组织结构变化,且随着 PrP 暴露浓度升高

损伤程度越严重,毒性效应表现时间也越早。
PrP 暴露 16 d 后,肝脏组织中 cat 基因的表达量

下调,表明 PrP 对鱼类肝脏中 cat 基因的表达有抑制

作用,而 cat 表达量的下调可能导致鱼体肝脏组织

� 的抗氧化解毒能力降低,导致肝脏组织内发生氧化

损伤。 Bereketoglu 和 Pradhan[39]的研究表明 PrP 影

响了斑马鱼体内抗氧化基因的表达。 Elmore 等[40]

研究也发现 parabens 暴露能增加斑马鱼胚胎的畸形

和死亡比例,扰乱鱼体的氧化-抗氧化平衡,降低其

运动活性,myca 和 ccndl 等基因的表达上调,GST
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� 活性和 NO 水平降低,并诱导细胞凋亡。 本研究中,
食蚊鱼 cat 基因表达量下调引起的氧化应激可引起

� DNA、蛋白质和脂膜的氧化损伤以及细胞分裂和细

胞活力的异常,这可能是导致肝脏细胞损伤的原因

之一。
PrP 暴露食蚊鱼 16 d 后,肝脏组织中各处理组

erα、erβ、arα、arβ、vtgC 和 vtgB 基因的表达显著上

� 调。 erα 主要存在于脂肪细胞、骨骼、肾脏、肝脏、免
� 疫细胞、心血管系统和生殖器官中[41]。 PrP 暴露 16

d 时,肝脏组织中 erα 基因的表达量显著上调,肝脏

� 中 vtgC 和 vtgB 的mRNA 表达被平行诱导。 硬骨鱼

中雌激素可通过 ERs 介导刺激肝脏合成 Vtg,鱼体

的 Vtg 是一种卵黄蛋白,由肝脏合成和分泌,以响应

雌性鱼类中的雌激素[31];外源雌激素类化学物质也

能刺激肝脏细胞产生 Vtg,通过血液循环运至卵

巢[42]。 研究证明,PrP 可以诱导虹鳟鱼合成卵黄原

蛋白,具有雌激素活性[43]。 由此可知,当 PrP 进入鱼

体的肝脏时,与靶基因的雌激素反应元件结合以调

节其表达,PrP 与 erα 结合形成 erα 复合物,随之过

� 量的 erα 激活 vtgC 和 vtgB 转录。 同时 PrP 增强下

� 丘脑的 gnrh 和垂体的 gnrhr 表达和分泌,导致生殖

� 内分泌紊乱,这也间接影响性类固醇水平以增加

Vtg 含量,同时反映出 PrP 具有雌激素效应。 同时,
PrP 引起食蚊鱼雌鱼雄激素受体 arα 和 arβ 上调可

� 能是 PrP 的雌激素活性降低导致雌激素水平下降,
负反馈使雄激素水平升高,间接促进了雄激素受体

基因 arα 和 arβ 上调。 裴雪松等[44]在 PrP 暴露青春

� 前期雄性大鼠的实验中,也发现了血清雄激素水平

和睾丸组织中的雄激素水平显著升高的现象。
PrP 可以作为雌激素受体激活剂或雄激素受体

拮抗剂。 雌性食蚊鱼暴露 16 d 后的肝脏组织 ERs、
ARs 和 Vtg 的相关基因表达量均上调,这些基因的

上调表明 PrP 可影响雌激素受体和雄激素受体的功

能。 另外,与对照组相比,PrP 暴露 16 d 后雌性食蚊

鱼大脑中 ERs、ARs 和 cyp19a 相关基因的表达也呈

上调趋势。 其中芳香化酶 cyp19a1 是调节体内雌激

素水平的关键酶,控制着体内雌激素的产生速率,
cyp19a 基因的上调可能导致雌激素的产生速率增

� 加,从而导致 ERs 和 ARs 同步增加。 此外,ERs 是

雌激素内分泌紊乱的标志物,不同 PrP 暴露剂量和

不同暴露时间下 erα 和 erβ 基因表达量的变化也证

� 实了 PrP 对雌激素受体的影响,因此,这些发现表明

PrP 可能会导致 ERs 介导的转录信号通路调控失

衡[21]。 组织病理学是评估外源物质对鱼类内分泌干

扰的工具之一[45]。 研究发现,雌性大鼠亚慢性暴露

于聚苯乙烯微塑料 (polystyrene microplastics, PS-
MPs)后,由于激素失衡、氧化应激导致代谢和内分

泌功能紊乱,肝脏组织出现轻微的纤维化、星状细胞

被激活[46]。 Zheng 等[47]的研究结果也证明 B[a]P 干

扰雌性菲律宾沙蚕内分泌系统,影响类固醇激素合

成途径和雌激素信号通路,组织切片显示 B[a]P 严

重阻碍了卵母细胞的正常发育和卵巢的成熟。 因

此,内分泌紊乱、组织损伤和抗氧化之间具有一定的

关联。 本研究中,PrP 诱导食蚊鱼雌鱼的组织损伤

也是抗氧化系统和内分泌系统功能异常的表现。
综上所述,本研究评估了不同剂量 PrP 和不同

暴露时间对食蚊鱼雌鱼的毒性损伤,通过抗氧化和

内分泌相关基因的表达量变化明确了 PrP 对食蚊鱼

雌鱼的毒性作用和内分泌干扰效应。 不同浓度的

PrP 暴露食蚊鱼 4 d 和 16 d 后,PrP 引起的抗氧化损

伤导致食蚊鱼鱼鳃、肝脏组织均出现不同程度的结

构损伤,且损伤程度与食蚊鱼抗氧化相关基因的表

达变化量有一定的相关性。 内分泌相关基因的表达

变化显示,PrP 的暴露诱导食蚊鱼雌鱼雌激素 ERs、
卵黄蛋白原 Vtg 和 gnrh、gnrhr 的变化,表明 PrP 可

� 能介导食蚊鱼雌激素受体 ERs,影响其转录活性,干
扰雌激素的合成,从而产生雌激素效应。 综上所述,
PrP 对食蚊鱼具有毒性作用、雌激素效应和内分泌

干扰作用。 本研究分析了 PrP 的毒性和内分泌干扰

机制,为 PrP 的安全应用提供了科学依据。
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