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17β-雌二醇对雄性唐鱼卵黄蛋白原的诱导及性腺发育的影响 

温茹淑 1,2，方展强 1,* ，陈伟庭 1 

（1．华南师范大学 生命科学学院，广东省高等学校生态与环境科学重点实验室，广东 广州  510631；2．嘉应学院生物系，广东 梅州  514015） 

摘要：以 17β-雌二醇（E2）诱导雄性唐鱼产生卵黄蛋白原（Vtg），采用 Sephacryl S-300 凝胶过滤层析柱提

纯了雄鱼整体匀桨液的 Vtg。结果显示，已确定被纯化的唐鱼 Vtg 在 4%—7.5% Native—PAGE 电泳中分子量为 440 
kD 左右,能同时被考马斯亮蓝、糖蛋白、磷蛋白、脂蛋白染色方法同时染色，是一种富含糖、磷、脂的蛋白。与

对照组作比较，17β-雌二醇暴露组其体重明显下降（P<0.01），精巢发育滞后。结果表明，17β-雌二醇能够诱导雄

性唐鱼产生大量的 Vtg，并影响到其生长及精巢发育。雄性唐鱼 Vtg 可作为环境雌激素监测的有效生物学标记物。 
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Effects of 17β-estradiol on Vitellogenin Inducement and  
Gonad Development in Male Tanichthys albonubes 
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（1. Key Laboratory of Ecology and Environmental Science in Guangdong Higher Education, College of Life Science, South China Normal 

University, Guangzhou  510631, China；2. Department of Biology, Jiaying University, Meizhou  514015，China） 

Abstract: Vitellogenin（Vtg）was purified from whole body homogenate (WBH) of estradiol-17β (E2) treated male 
Tanichthys albonubes by gel filtration (Sephacryl S-300). The results showed that the Vtg appeared to exist as 
homotrimer of approximately 440 kD through native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Vtg was characterized 
as a phospholipoglycoprotein by native-PAGE and staining of gels for CBB R-250, for carbohydrates with periodic 
acid-schiff reagent, for phosphorus with methyl green and for lipids with sudan black B. Body weight decreased 
（P<0.01）and the development of sperm was delayed after E2 treatment when compared with the control group of male 
fish. The results indicated that E2 can induce male fish to produce large quantities of Vtg and have a negative effect on its 
growth and gonad development. It also indicated that Vtg of the male T. albonubes could be as a valid biomarker for 
environmental estrogens. 
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环境雌激素（environmental estrogen）对人类和

野生动物的有害效应己引起了人们的广泛关注。目

前检测环境雌激素的方法有仪器检测和生物检测，

前者能准确地检测各种环境介质中已知物质，而后

者可以检测环境中各种物质的综合作用效应。性腺

发育观察和卵黄蛋白原检测是环境雌激素生物标

记物检测中最为常用的指标，已经得到广泛地应

用。卵黄蛋白原（vitellogenin，Vtg）是卵生动物繁

殖前成熟雌鱼的特有蛋白，但是暴露在类雌激素物

质水环境中的雄鱼及幼鱼体内也会被诱导产生

Vtg。因此可以通过检测鱼体内是否存在 Vtg 来评

价生物受环境雌激素暴露影响的程度（Ankley et al, 
2001）。同时，实验室暴露结果还表明，一定量的

雌激素类物质会引起雄鱼体内各种组织病变（Ma et 
al，2004）。近年来，有关环境雌激素对野生动物

造成危害的报道，以水生动物居多，主要表现为生

殖器官、生殖机能和生殖行为异常（Stoker et al，
2000；Kwak et al，2001；Foster et al，2001；
Latchoumycandane & Mathur，2002；Takahashi & 
Oishi，2003；Hsu et al，2004）。 
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唐鱼（Tanichthys albonubes）隶属鲤科鱼丹亚

科唐鱼属的一种小型鱼类，是我国早期鱼类学家林

书颜先生1932年在广州白云山发现并命名的，并一

直作为一种热带观赏鱼在世界各地被广泛饲养。唐

鱼属国家二级保护动物，曾一度被认为野生种群已

经在原产地灭绝，但近年报道在广州及珠江三角洲

地区又发现野生种群（Yi et al，2004）。已有学者报

道在越南北部某些地方也有唐鱼的自然分布

（Kottelat，2001），同属的另一种T. micagemmae主
要分布在越南中部地区（Freyhof & Herder，2001）。
近年，华南师范大学生命科学学院一些学者致力于

唐鱼的生物学特性及实验动物化研究（Chen，
2005）。实验室条件下饲养观察发现，唐鱼从受精

卵孵化经胚胎和胚后发育，50日龄进入幼鱼期，77
日龄开始有性成熟的雌雄个体产卵和排精，一般80
日龄的雌雄个体即可达性成熟（Chen et al,2004; 
Fang et al, 2006）。室内人工饲养良好条件下，寿

命可达800日龄（Chen，2005）。重金属和滴滴涕

污染实验显示，唐鱼对污染物敏感，可应用于生态

毒理学研究（Wang et al，2006；Yang et al，2007）。
本实验以唐鱼作为实验材料，开展雌激素对雄性唐

鱼的生殖毒性研究，探讨雌激素对鱼类发育的影

响，确定其对雄性个体的内分泌干扰效应。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 
实验用的唐鱼由华南师范大学生命科学学院

生态毒理学实验室提供，是同批孵化 80 日龄的性

成熟雌、雄性个体，体长 (2.43±0.17)cm，体重

(0.24±0.05)g。置于水族箱（30 cm×22 cm×25 cm，加

入水体积为 8 L）暂养 2 周后进行实验。实验过程

中 2 天换水 1 次，实验用水为连续曝气 24 h 的自来

水，水温 25±2℃，pH 为 6.8，硬度为 2.4 度(德国度)。
每天投喂 2 次饲料（“欧开牌微胶囊饲料”，为华南

师范大学生命科学学院海洋生物研究所生产）。每

组均用同样管径的气头连续充气。 
1.2  药品与仪器 

17-β雌二醇（E2）购自 Sigma 公司，丙烯酰胺

购自 Promega，N，N’甲叉双丙烯酰胺购自天象人

生物有限公司，高分子量标准蛋白购自 Amershan 
Pharmacia，北京六一仪器厂的 DYYⅢ-5 型电泳仪

和 DYYⅢ-28A 电泳槽，LKB-NOVA 超薄切片机，

尼康数码相机。 

1.3  实验方法 
17-β雌二醇（E2）暴露实验  实验设 1 个雄鱼

空白对照组、1 个雌鱼空白对照组，一个暴露于等

体积混合液水体的雄鱼对照组及 2 个不同浓度 E2
的雄鱼试验组，每组投入实验鱼 20 尾。同时设实

验平行组。采用水体暴露的方法进行实验，E2 先用

丙酮溶解配成 1 mg/mL 的母液后，每次换水时按不

同的浓度将母液加入水中。暴露浓度和暴露时间参

照 Peute et al（1985）的方法作了修改，使 2 个处理

组水体中 E2的最终浓度分别为：1、10 µg/L，对照

组加入同等体积的丙酮。Vtg 诱导时间为 16 d，随

后持续暴露 50 d 以检查个体生长和精巢发育状况。 
E2 暴露 16 d 后分别取对照组和 1 µg/L、10 µg/L 实验

组的雄性唐鱼制样，先测量实验鱼体长、体重，然

后对唐鱼进行解剖，观察生殖腺的变化。同时制备

唐鱼整体匀浆，将对照组和实验组的个体分组，每

一尾鱼用匀浆器进行匀浆，加入 2 倍鱼体重量的 4
℃预冷的匀浆缓冲液，在 4℃下，10 000 r/min，离

心 30 min。上清液用滤器过滤后用于层析或保存在

-80℃备用。 
卵黄蛋白原纯化及鉴定  用全自动快速蛋白

质液相色谱仪（FPLC）进行凝胶过滤层析，整个过

程温度控制在 4℃。样品为经 10 µg/L E2 诱导雄鱼的

整体匀浆液。柱子为：Sephacryl S-300 HR（XK 
16/70）（Amershan Pharmacia Biotech），缓冲液为

50 mM Tris（含 1 mmol/L PMSF, pH 8.0）。设定的层

析条件：上样前先平衡 1 个柱体积，上样量为 6 mL，
洗脱 1.5 个柱体积。流速为 1 mL/min，检测器波长

280 nm，每 1 mL 进行收集，各蛋白峰所对应的蛋白

组分在 4%—7.5%。Native-PAGE 电泳中进行 Vtg 的

鉴定及检测分子量，将含有目的蛋白 Vtg 的蛋白洗

脱峰收集。 
参照 Wang & Fan（2000）的方法，通过 4%—

7.5% Native-PAGE 电泳来鉴定 Vtg 的纯度。分子量

Mark 采用 Phannacia 的高分子量标准蛋白，以鉴定

Vtg 的纯度及分子量。电泳起始电压为 120 V，待溴

酚蓝前沿进入分离胶后调整电压为 200 V，当前沿

跑至底部后再跑 1—2 h 停止电泳。取出凝胶后将同

一块胶分成 4 份切下来，分别进行考马斯亮蓝、糖

蛋白、磷蛋白和脂蛋白染色。糖蛋白和磷蛋白的检

测参照 Sun & Zhang（2001）的方法；脂蛋白的检

测参照 Yang et al（2001）方法进行。 
精巢的组织学观察 E2 暴露 50 d 后，分别取对
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照组和 1、10 µg/L 实验组的雄性唐鱼精巢进行常规

的组织切片观察。样品用 Bouin 氏液固定 24 h,各级

乙醇冲洗，脱水，经二甲苯透明，54—56℃石蜡包

埋，制成 7 µm 切片，H.E.染色，中性胶封片后在显

微镜下观察并拍照。 

2  结果与分析 

2.1  唐鱼卵黄蛋白原纯化及鉴定 
通过 Sephacryl S-300 HR 凝胶过滤层析，可见

5 个洗脱峰（图 1），将各洗脱峰的组分进行 4%—

7.5% Native-PAGE 电泳检测，同时进行含糖、磷、

脂特性的鉴定。结果发现，第一个蛋白峰含有目的

蛋白，电泳结果显示在分子量大小为 440 kD 处有一

条蛋白带，匀能被考马斯亮蓝、糖、磷、脂蛋白染

色方法进行染色。且糖蛋白、磷蛋白、脂蛋白都在

蛋白图谱的同一位置出现（图 2），根据卵黄蛋白原

是一种大分子的磷酸脂糖蛋白（phospholipoglycop- 
rotein）的特性（Mommsen & Walsh,1988），可以确

定该蛋白即为提纯的唐鱼卵黄蛋白原，分子量为

440 kD。此外，利用对照组的雄性唐鱼整体均浆液、

诱导组雄性唐鱼整体匀浆液进行 4%—7.5% Native- 
PAGE，结果表明，诱导雄鱼 440 kD 处均有明显蛋 

图 1  雄性唐鱼整体匀浆液Sephacryl S-300 HR凝胶过滤 

层析结果 
Fig. 1  Gel filtration elution profiles of the supernatant of  

WBH from estradiol-17β treated male T. albonubes on  
Sephacryl S-300 HR column 

样品为：诱导后雄性唐鱼整体匀浆液，柱子为 Sephacryl S-300 HR（XK 
16/70，Amershan Pharmacia,Biotech），洗脱液为 50 mmol/L Tris 含 1 
mmol/L PMSF，pH8.0），流速为 1 mL/min 下洗脱，温度为 4℃，蛋白组

分每 mL 进行收集，检测器波长 280 nm。 
Sample: WBH from estradiol-17β treated male. Column: Sephacryl S-300 
HR (XK 16/70, Amershan Pharmacia Biotech). Elution buffer: 50  mmol/L 
Tris pH8.0. Flow rate: 1 mL/Min. Temperature: 4℃ . The eluate was 
collected in 1 mL fractions while the UV absorbance at 280 nm was 
monitored. 

 
图 2  E2 诱导组雄鱼整体匀浆 Native-PAGE 电泳后的凝胶 

进行考马斯亮蓝、糖、磷、脂蛋白染色 
Fig. 2  The Vtg of male fish in E2-treated groups was char- 

acterized as a phospholipolipoglycoprotein by native- 
PAGE and staining 

M：标准蛋白；1：考马斯亮蓝染色 R-250；2：糖蛋白染色；3：磷蛋白

染色；4：脂蛋白染色(1: CBB R-250 staining; 2: carbohydrate staining; 3: 
phosphorus-staining；4: lipoprotein-staining)。 

白带，而对照雄鱼没有这条蛋白带（图 3），表明

E2 诱导后雄鱼产生了卵黄蛋白原。 
2.2  17-β雌二醇对雄性唐鱼个体生长的影响 

实验前，唐鱼的平均体长为（2.43±0.17）cm，

体重为（0.24±0.05）g。经 50 d 的暴露实验，与对

照组比较，两个实验组的雄性唐鱼的体长、体重都

降低（表 1），特别是体重降低极为显著，经 t 检验，

与对照组比较 P<0.01。可见，实验组唐鱼的生长速

度明显低于对照组。同时还发现，实验组雄性唐鱼

一些个体外形呈明显的畸形（图 4），背部弯曲，游

动不活泼，用手敲击玻璃缸，表现反应迟钝。在 10 
µg/L暴露实验组中此现象较1 µg/L暴露实验组更为

突出。表明 17-β雌二醇暴露对雄性唐鱼的生长造成

一定的影响。 

表 1  17-β雌二醇对雄鱼个体生长的影响 
Tab. 1  Effects of E2 on the individual growth of 

male fish 
实验组 E2-treated groups (µg/L) 

对照组 
Control 1 10 

体长 Length（cm） 2.48±0.157 2.40±0.223 2.35±0.128 

体重 Weight（g） 0.257±0.045 0.203±0.037** 0.197±0.031**

**P<0.01(与对照比较)；mean±SD, n=10. 

2.3  17-β雌二醇对雄性唐鱼精巢发育的影响 
2.3.1  形态学观察  性成熟唐鱼精巢一对，左右各

一，呈乳白色，长条状。起于前后鳔室连接处，紧

贴背部肾脏所在位置分布，末端与泄殖腔相连。常 
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图 3  E2 诱导后的雄鱼与对照组雄鱼整体匀浆液的 Native- 

PAGE 图谱 
Fig. 3  Native-PAGE pattern of the whole fish homogenate of  

male fish in E2-treated groups and male fish in control 
groups 

M：标准蛋白；1：未诱导的雄鱼；2：受 E2 诱导后的雄鱼（M：Marker；
1：male control；2：male treated with E2）。 

 
图 4  E2 暴露对雄鱼个体生长的影响 

Fig. 4  Effects of E2 exposure on the individual growth  
of male fish 

A：未诱导的雄鱼；B：受 E2 诱导后的雄鱼（A：male control；B：male 
treated with E2）。 

有透明脂肪与之伴随（Chen，2005）。E2 暴露 50 d
后，取 10 µg/L E2 暴露组及对照组的雄性唐鱼进行

解剖，分别取精巢进行对比观察，结果表明实验组

多数个体体内长条形的精巢囊严重萎缩，生精细胞

发育严重退化，仅有很少量分布在精巢囊边缘，而

部分精巢囊内生精细胞甚至几乎完全退化（图 5）。 
2.3.2  组织学观察  E2暴露 50 d 后，取对照组和 1、
10  µg/L E2 暴露实验组雄性唐鱼精巢组织切片进行

观察，结果表明：10  µg/L E2 暴露组精巢囊内未见

有发育成熟的精子，1  µg/L E2 暴露组成熟精子数量

明显少于对照组（图 6）。 

3  讨  论 

国际经济合作与发展组织（OECD）将卵黄蛋 

 
图 5  E2 暴露对雄鱼精巢发育的影响 

Fig. 5  Effects of E2 exposure on sperm development 
of male fish 

A：未诱导的雄鱼；B：受 E2 诱导后的雄鱼（A：male control；B：male 
treated with E2）。 

白原（vitellogenin，Vtg）作为环境雌激素化学物理

想的暴露标志物（Sumpter & Jobling，1995）。内源

性雌激素或外源性雌激素能刺激卵生动物肝细胞

（作用于肝雌激素受体）产生 Vtg，经血液运输到

卵巢，经过修饰后以卵黄蛋白形式储存于卵母细

胞，为胚胎的发育提供能量。在卵生脊椎动物中，

Vtg 的合成依靠雌激素对肝细胞的诱导和刺激。雌

性动物卵黄生成期可合成大量 Vtg，而在其他生活

周期及雄性动物体内的 Vtg 的含量却很低。雄性动

物和幼年动物在人工雌激素或低剂量的类雌激素

长期作用下，都能诱导体内 Vtg 的生成。根据这一

特性，检测雄性卵生脊椎动物肝细胞的 Vtg 合成可

以评价环境化学物的雌激素样作用。通过测定血浆

Vtg 可以评价环境内分泌干扰物的雌激素活性。本

研究的结果已经证明，17β-雌二醇（E2）诱导了雄

性唐鱼产生卵黄蛋白原（Vtg），被纯化的唐鱼 Vtg
在 4%—7.5% Native-PAGE 电泳中分子量为 440 kD
左右，能同时被考马斯亮蓝、糖蛋白、磷蛋白、脂

蛋白染色方法同时染色，是一种富含糖、磷、脂的

蛋白。已经证明，除雌性卵生动物外，雄性及幼鱼

（如斑马鱼、剑尾鱼、孔雀鱼等）肝脏也存在卵黄

蛋白原基因，但只有在环境雌激素化学物的作用下

才可以产生 Vtg（Li et al，2006; Wen et al, 2007a; 
Zhan et al，2007）。因此，雄鱼或幼鱼经诱导产生

的 Vtg 可作为一个敏感的环境雌激素暴露标记物。

此外，本实验为了解决实验鱼由于个体小，难以取

血的问题，对样品进行整体匀浆取样测定所产生的

Vtg，同样的实验方法已在其他小型实验鱼类进行，

也取得理想的结果（Holbech et al，2001；Wen et al，
2007a；Wen et al，2007b；Wen et al，2007c；Zhan 
et al，2007），表明该方法的可行性。 
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图 6  E2 暴露对雄鱼精巢组织学结构的影响 

Fig. 6  Effects of E2 exposure on the histological structure of sperm in male fish 

A：受 E2（10 µg/L）诱导后的雄鱼；B：受 E2（1 µg/L）诱导后的雄鱼；C：未诱导的雄鱼（标尺为 50 µm）[A：male treated 
with E2 (10 µg/L E2)；B：male treated with E2 (1 µg/L E2)；C：male control (bar: 50 µm)]。 

本研究结果发现，17β-雌二醇（E2）有效地诱

导雄性唐鱼产生卵黄蛋白原，同时对雄性唐鱼的生

长发育造成一定的影响。暴露于 E2 的两个实验组的

个体其体重比对照组显著下降（P<0.01），也发现一

些畸形的个体。E2 的暴露也造成精巢发育滞后，高

浓度组（10  µg/L E2）个体的精巢发育停滞在精原

细胞期－初级精母细胞期阶段；低浓度组（1 µg/L 
E2）精巢发育则处于精细胞阶段。而对照组精巢囊

已有大量发育成熟的精子。由此可见，E2 暴露造成

雄鱼精巢发育不正常，成熟精子数量严重减少或不

育，从而表现出对雄性个体的生殖毒性影响。相类

似的研究报道，17-α 炔雌醇（EE2）影响斑马鱼的

生长发育，诱导鱼体内合成大量 Vtg，影响了性别

比例，并延缓其性腺成熟（Li et al，2006）。一些学

者认为，EE2 抑制性腺的发育可能是由于 EE2 的暴

露诱导了鱼体内大量地合成 Vtg，而 Vtg 的合成将

消耗体内一定的能量，因而使到原本应该用在性腺

发育的能量大部分转向合成 Vtg，而致使性腺出现

明显滞后现象（Länge et al，2001）。Li & Wang 
(2005）的研究发现，孔雀鱼（Poecilia reticulata）
雄鱼性腺系数（GSI）的下降幅度与雌激素处理的

时间成正比，并与 Vtg 生成量呈负相关。以上的研

究结果表明，雄性鱼类 Vtg 的含量，身长体重及性

腺发育的组织学检查等都可作为目前监测水体环

境雌激素类物质暴露的有效终点指标，而其中 Vtg
是较敏感和理想的指标之一。后续工作将进一步开

展唐鱼卵黄蛋白原的 ELISA 检测及其应用研究，以

开发有效实用的 Vtg 定量检测技术。 
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