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17β-雌二醇、壬基酚及其混合物对雄性 
泥鳅的雌激素效应 
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摘要  以卵黄蛋白原(Vtg)为生物标志物, 采用半静水式暴露体系, 研究了 17β-雌二醇(E2)、壬基酚(NP)
及其混合物对雄性泥鳅的雌激素效应. 结果表明, 与对照组相比, 0.5 μg/L E2在 21 d之内可诱导雄性泥
鳅体内Vtg含量的增加, 呈现时间-效应关系; NP也能诱导雄性泥鳅体内产生Vtg, 呈明显的时间累积和
剂量-效应关系, 但其雌激素活性相对较弱; E2与NP混合物对雄性泥鳅体内Vtg的诱导也呈时间和剂量
相关, 其诱导能力显著性地强于单一化合物, 且混合物对Vtg的诱导量高于两种物质分别作用时Vtg诱
导量的简单加和.  
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环境内分泌干扰物主要包括天然和人工合成的

雌激素、烷基酚、有机氯农药及邻苯二甲酸酯等化合

物 [1], 它们的存在会干扰人类及野生动物内分泌系
统的诸多环节, 从而导致异常效应的产生. 其中, 壬
基酚(NP)由于大规模的生产和使用而备受关注 . 壬
基酚是壬基酚聚氧乙烯醚的降解产物 , 主要存在于
污水处理后的水体中 , 体内及体外研究均表明其具
有弱的雌激素活性 [2~9].  

卵黄蛋白原(Vtg)是一种理想的雌激素或类雌激
素效应的生物标志物. 通常, 只有发育成熟的雌性卵
生脊椎动物体内才会产生Vtg, 而雄性动物体内则没
有  Vtg, 但在外界雌激素或类雌激素物质的诱导下 , 
雄性动物的肝脏中也可以合成  Vtg. 因此, 通过检测
雄性动物体内  Vtg 的异常生成可以指示环境中雌激

素或类雌激素物质的污染状况 [10~13].  
本实验选用泥鳅(misgurnus anguillicaudatus)作

为研究对象. 泥鳅在我国南北方分布广泛, 体形适中, 
雌雄容易辨认, 能够在实验室内大规模饲养 [14]. 这
些生物学上的特点使它具备了作为模型动物的可能

性. 前期研究表明, 泥鳅对 17β-雌二醇(E2)很敏感 [15]. 
虽然很多研究已经证明NP对不同的实验鱼种均具有
雌激素效应, 例如, 比目鱼 [5] 鳉、日本青 [7]、斑马鱼
[16]以及虹鳟鱼 [17]等等, 然而, 到现在为止, 还未见利
用泥鳅作为模型动物来研究NP雌激素效应的报道.  

目前 , 大部分内分泌干扰物的研究工作均是针
对单一化合物的模拟暴露, 然而, 实际环境体系包括
一系列具有不同雌激素活性的化合物. 所以, 基于单
种物质的毒理学数据很难对生态风险进行正确的评

估 . 研究混合物的雌激素活性比研究单种物质更符
合实际环境所存在的状态 . 现有的研究结果已经证
明, 由不可见效应浓度(NOEC)的几种类雌激素物质
组成的混合物具有明显的雌激素活性 [18~22]. 并且酵
母雌激素筛选实验(yeast estrogen screen, YES)结果表
明在 17β-雌二醇的存在下, 弱雌激素活性物质双酚A 
(BPA)对混合物的雌激素活性仍有一定的贡献 [23]. 然
而, 在 17β-雌二醇的存在下, 烷基酚类化合物对混合
物雌激素活性的贡献如何却有待于进一步的研究.  

本研究采用半静水式暴露体系 , 以雄性泥鳅为
模型动物, 以血清中 Vtg 作为测定终点, 在实验室内
进行了 NP与 E2单一化合物及其混合物的模拟暴露, 
以期研究它们对雄性泥鳅的雌激素活性并揭示这两

种污染物共存时的复合内分泌干扰特性.  

1  实验 

(ⅰ) 仪器.  高效离子交换膜色谱系统由弱阴离
子交换膜 (SartobindTM MAD15X, 德国 )、高流速
HPLC泵(Allitech 426, 美国)和紫外检测器(SPD-10A 
VP, 岛津 , 日本 )组成 ; 冷冻离心机  MR1822(Jouan, 

mailto:gbjiang@rcees.ac.cn


 
 
 
 
 
 
 
论 文  第 52 卷 第 18 期  2007 年 9 月   

www.scichina.com  2123 

法国); 酶标仪(TECAN, 奥地利).  
(ⅱ) 试剂 .  17β-雌二醇(E2, 纯度  98%)购于美

国 Sigma 公司; 4-壬基酚(NP, 各支链壬基酚的混合物)
购于日本  Tokyo Kasei Kogyo 公司 ; 蛋白酶抑制剂
(aprotinin)购自德国  Boehringer 公司 ; 牛血清白蛋白
(BSA)第Ⅴ组分购自德国 Roche 公司; 辣根过氧化物
酶(HRP)标记羊抗兔抗体购自北京军事医学科学院; 
邻苯二胺(OPD)购自美国 Amresco 公司. 实验中其他
所用化学试剂均为分析纯 , 购自北京市化学试剂公
司.  

(ⅲ) 实验鱼.  实验鱼为成熟的雄性泥鳅, 购自
北京市四道口水产大厅 . 将健康的泥鳅 (平均体重
(9.13±1.69) g, 平均体长(12.61±0.70) cm)饲养于不锈
钢桶中, 暴露前于实验室条件下驯养至少两周, 所用
水为曝气脱氯的自来水. 实验鱼生活水质参数如下: 
pH 为  6.9~7.9; 氧浓度为  5~7 mg/L; 水温控制在
22.5~25.5℃范围内; 白天/黑夜循环时间为 12 h/12 h.  

(ⅳ) 实验设计.  E2和 NP母液用甲醇做溶剂配
制, 工作液为母液经超纯水(EASY pure LF)稀释而成, 
所有溶液均于  4℃密封保存备用. 暴露开始时, 对泥
鳅进行随机分组, 分别置于 12 L的透明玻璃缸中(工
作体积为 5 L). 实验共设 11个组, 且每个暴露浓度设
两个平行组 , 分别为 : E2(表观浓度为 0.5 μg/L), 
NP(表观浓度为 50, 200, 500和 1000 μg/L), E2与 NP
混合物 (表观浓度为 (0.5+50) μg/L, (0.5+200) μg/L, 
(0.5+500) μg/L及(0.5+1000) μg/L), 溶剂对照和空白
组中分别加入 0.02%甲醇和曝气脱氯自来水. 采用半
静水式暴露, 隔天喂食, 隔天换水, 暴露时间为 42 d. 

(ⅴ) 样品采集.  在实验进行的第 7, 14, 21, 28, 
35 和 42 天取样, 每个暴露浓度随机取样 4 条. 取样
前, 泥鳅先用硫酸喹啉(40 mg/L)麻醉, 然后, 用肝素
钠处理过的一次性注射器, 从鱼的尾部静脉取血, 加
入到预先加入蛋白酶抑制剂的 1.5 mL塑料离心管内, 
4℃下 3000 r/min离心 30 min, 取上层血清分装后于
−20℃保存.  

(ⅵ) 卵黄蛋白原的测定.  泥鳅血清中卵黄蛋白
原用已建立的竞争酶联免疫吸附分析法(ELISA)进行
测定 [14], 主要操作步骤包括: 用包被液(0.01 mol/L碳
酸盐缓冲液, pH 9.6)将纯化的卵黄蛋白原稀释至最佳
工作浓度包被 96孔板, 室温放置 2 h 后, 转入 4℃过
夜放置; 用PBST(0.2 mol/L磷酸盐, pH 7.4, 包含 0.15 
mol/L NaCl和 0.05% Tween-20)洗板后, 加入 1% BSA, 

37℃封闭 2 h; 洗板后, 加入抗血清和样品的混合物
(提前预混合, 4℃过夜放置), 37℃孵育 2 h; 洗板后, 
加入一定浓度的酶标二抗(辣根过氧化物酶标记的羊
抗兔IgG), 于 37℃孵育 1.5 h; 洗板后, 加入OPD底物
显色液(20 mg邻苯二胺溶于 50 mL 0.05 mol/L的磷酸
盐-柠檬酸缓冲液中, pH 5.0, 加入 80 μL H2O2混合后

立即加入孔内), 于  37℃孵育  30 min后, 加入 2 mol/L
盐酸终止反应; 用酶标仪于 490 nm波长下进行测定. 
方法检出限为  5.7 ng/mL, 板内变异系数和板间变异
系数分别为 6.9%和  10.4%. 

(ⅶ) 数据处理及统计分析 .  所有的数据均用
(平均值±标准偏差)表示. ELISA 实验中标准曲线用

Boltzmann方程 1 exp x cy a b
d

⎡ − ⎤⎛ ⎞= + + ⎜ ⎟⎢ ⎥⎝ ⎠⎣ ⎦
拟合, 其中 x

为 log10(Vtg含量), y为抑制结合率, a, b, c, d为方程拟
合参数 . 暴露组与对照组之间的显著性差异用单因
素方差分析(one-way ANOVA)进行分析, 置信度设为
P < 0.05.  

2  结果与讨论 
2.1  E2和 NP单一物质暴露对雄性泥鳅 Vtg的诱导 

E2(表观浓度为  0.5 μg/L)和 NP(表观浓度为 50, 
200, 500和 1000 μg/L)暴露组雄性泥鳅体内卵黄蛋白
原的诱导情况如图 1所示.  

结果显示, 所有暴露组Vtg的浓度范围为未检出
到(243.27±27.30) μg/mL (1000 μg/L NP暴露 42 d), 空
白组和溶剂对照组中  Vtg 的浓度范围为未检出到

(26.94±6.87) μg/mL, 其中溶剂对照组的雄性泥鳅体
内检出较高含量的  Vtg, 原因尚不清楚, 可能是在暴
露过程中引入了雌激素活性物质. 0.5 μg/L E2对Vtg
的诱导呈时间-效应关系. 在整个暴露期间, Vtg含量
呈上升趋势, 第 21, 28, 35和 42天泥鳅体内Vtg的含
量分别为 (9.29±0.71) μg/mL, (19.98±6.85) μg/mL, 
(34.15±1.71) μg/mL和(30.59±0.24) μg/mL. E2对其他
实验鱼种也具有明显的雌激素活性, 如 20 ng/L E2 21 d
即能诱导成年雄性斑马鱼和幼年虹鳟鱼体内Vtg含量
的显著性升高(P<0.001)[16]; 暴露于 30 ng/L E2 21 d的
雄性黑头呆鱼体内  Vtg 含量发生显著性升高 (P < 
0.01)[24].  

NP 对雄性泥鳅表现出雌激素活性, 其对泥鳅体
内  Vtg 的诱导呈时间累积和剂量-效应关系 , 但其雌
激素活性相对 E2较弱. 在整个暴露期间(42 d), 除第
28天外, 50 μg/L NP均不能显著诱导雄性泥鳅体内产 
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图 1  E2及 NP单一物质暴露对雄性泥鳅体内 Vtg的诱导 

*
 表示与对照组相比有显著性差异(P<0.05) 

 
生Vtg. 200和 500 μg/L NP经过 42 d的暴露, Vtg含量
显著性地高于空白组及溶剂对照组(P<0.05), 浓度分
别为 (77.13±5.26) μg/mL 和 (161.05±53.53) μg/mL. 
1000 μg/L NP暴露条件下, 第 21 天Vtg含量((26.07± 
5.63) μg/mL)显著性地高于对照组(P<0.05), 从第 28
天到第 42天, Vtg浓度从(31.47±11.92) μg/mL升高至
(243.27±27.30) μg/mL. NP对其他的实验鱼种也表现
出雌激素活性, 例如, 5 μg/L NP不能诱导性成熟的雄
性鲤鱼体内Vtg的显著性升高 [25]; 150 μg/L NP暴露的
幼年虹鳟鱼, 在暴露的第 9 天Vtg浓度((1248±382) 
μg/mL)显著性地高于对照组 [17]; 同时, 1 μg/L NP暴
露 1 年的幼年虹鳟鱼, 与对照组相比, 体内Vtg含量
也有显著性的升高 [26]. 可以看出, 与其他实验鱼种
相比较, 泥鳅对E2 和NP的敏感性略差, 这可能受到
很多因素的影响. 首先, 实验鱼种所处成熟期的差别, 
比如幼鱼较成鱼敏感; 其次, 暴露方式的影响, 流水
体系比半静水体系能提供可靠的暴露物的浓度 ; 再
者 , 暴露所用试剂纯度对实验结果可能也会造成一
定的影响, 因为有研究表明, 直链壬基酚与支链壬基
酚的雌激素活性有很大差别 [17]; 还有实验鱼种本身
可能也是决定其对内分泌干扰效应响应敏感度的关

键因素.  

2.2  E2和 NP混合暴露对雄性泥鳅 Vtg的诱导 

本实验中研究了 4 个不同剂量 E2 与 NP 混合物
(表观浓度为(0.5+50) μg/L, (0.5+200) μg/L, (0.5+500) 

μg/L 和 (0.5+1000) μg/L)对雄性泥鳅的雌激素活性 , 
结果如图 2 所示. 可以看出, 在 42 d 的暴露时间内, 
E2与NP混合暴露组对雄性泥鳅体内Vtg的诱导呈明
显的时间累积和剂量-效应关系 . 各暴露组  Vtg 的浓

度范围为未检出到(1.93±0.25) mg/mL (0.5 μg/L E2 + 
1000 μg/L NP暴露 42 d).  

0.5 μg/L E2+50 μg/L NP暴露组, 21 d内未能诱
导雄性泥鳅体内产生 Vtg, 从第 28 天到第 42 天, Vtg
的含量从(17.4±3.68) μg/mL升高至(69.48±9.70) μg/mL; 
0.5 μg/L E2+200 μg/L NP暴露条件下, 与对照组相比, 
21 d内Vtg含量((114.13±35.06) μg/mL)发生显著性地
升高 (P<0.05), 到第  42 天 , Vtg 的含量升高为
(427.06±175.33) μg/mL; 对 0.5 μg/L E2+500 μg/L NP
暴露组而言, 14 d内能诱导雄性泥鳅体内 Vtg的生成, 
但与对照组相比, 未见显著性差异(P >0.05). 第 21天, 
Vtg 的含量((97.44±33.64) μg/mL)同对照组相比有显
著性的升高(P<0.05). 暴露 42 d后, Vtg的含量达到最
高值为(840.80±246.60) μg/mL, 是 500 μg/L NP单一
物质暴露 42 d 时 Vtg 诱导量的 5 倍; 虽然 0.5 μg/L 
E2+1000 μg/L NP不能在 7 d之内诱导Vtg的生成, 但
在 14 d内, 可显著性地诱导(36.2±1.23) μg/mL Vtg的
生成 (P<0.05), 42 d 后 , Vtg 的诱导量达到最高为
(1.93±0.25) mg/mL. 

E2 与 NP 混合暴露组雄性泥鳅体内的 Vtg 均高
于两者分别暴露时所产生的  Vtg. 图 3 显示了 E2 与
NP 混合物暴露 42 d 雄性泥鳅体内 Vtg 的浓度与 E2 
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图 2  E2与 NP混合物暴露对雄性泥鳅体内 Vtg的诱导 

*
 表示与对照组相比有显著性差异(P<0.05) 

 

 

图 3  E2与 NP混合物暴露 42 d后雄性泥鳅体内 Vtg的诱
导量(●)与 E2, NP单一化合物分别暴露 42 d后 Vtg诱导量 

的加和(▲)之间的比较 
 
和 NP单一化合物分别暴露 42 d Vtg浓度加和之间的
比较. 可以很清楚地看出, 暴露 42 d后, 除 0.5 μg/L 
E2+50 μg/L NP组外, 其他 3个混合暴露组(0.5 μg/L 
E2+200 μg/L NP, 0.5 μg/L E2+500 μg/L NP和 0.5 μg/L 
E2+1000 μg/L NP)对 Vtg的诱导能力均显著性地高于
两种物质分别暴露时  Vtg 诱导量的简单加和 (P < 
0.05). 

Thorpe等人 [27]研究表明 4.9 ng/L E2与 3.3 μg/L 
NP的混合物可诱导幼年虹鳟鱼体内产生(8720±4370) 

ng/mL Vtg, 是两种物质单独暴露时诱导量的  18 倍 , 
且通过浓度加和模型(concentration addition, CA)预测
两者以一种加和模式相互作用. Brian 等人 [22]以雄性

黑头呆鱼为模型动物 , 证明了几种雌激素活性物质
的混合物(E2, EE2, NP, OP和BPA)也是以加和模式进
行相互作用的 . 本研究仅从体内实验的角度考察了
E2, NP 及两者混合物对雄性泥鳅体内Vtg的诱导情况, 
虽然可以很明确的判断两者混合物的诱导能力比单

一的化合物要强, 但从所获得的信息中不能确定  E2 

与  NP 的作用模式是否是加和或是协同, 这需要进一
步的实验来验证 , 同时还需要通过浓度加和模型来
进行预测.  

3  结论 
本文以雄性泥鳅为模型动物 , 以卵黄蛋白原作

为生物标志物, 研究了 E2, NP 及两者混合物的雌激
素活性. 结果表明  E2 具有较强的雌激素活性, 在较
低浓度下即可诱导雄性泥鳅体内产生 Vtg, 同时, NP
对雄性泥鳅具有较弱的雌激素活性. E2与 NP混合物
对  Vtg 的诱导能力比单一化合物要强 , 且混合物对
Vtg 的诱导能力比两种物质分别作用时所产生的 Vtg
的简单加和还要高, 表明在强雌激素活性物质(E2)的
存在下 , 弱雌激素活性物质仍对混合物的雌激素活
性有一定贡献 , 进而明确了基于单种物质的毒理学
数据很难对生态风险进行正确的评估 , 进行环境危
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害和生态风险评价时必须考虑化合物的混合作用.  
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