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摘要：目前河流中存在较高浓度的天然和人造糖皮质激素（如皮质醇等）污染，其可能对鱼类的渗透压调节和海河洄

游产生影响 . 鱼类鳃内钠钾 ATP 酶对调节渗透压平衡、适应海河洄游等起关键性作用，有研究表明鱼类鳃内钠钾
ATP 酶基因表达受皮质醇调控 . 为此，论文克隆了青鳉钠钾 ATP 酶 α 和钠钾ATP 酶 β 基因的序列片段，建立了实时
定量 RT-PCR 测定方法，研究了盐度的增加对其基因表达的影响，并重点探讨了皮质醇对鱼类适应盐度时鳃内钠钾
ATP 酶基因表达变化的影响 . 结果表明，适应 15‰盐水的青鳉鳃内钠钾 ATP 酶 α 和钠钾ATP 酶 β 基因表达显著升
高；在转入淡水 48h 后，钠钾 ATP 酶 α 和钠钾 ATP 酶 β 基因表达基本恢复到正常水平，但是转入含有 100ng·L -1 皮

质醇暴露水平的淡水中，48h 后钠钾 ATP 酶 α 基因表达仍处于较高水平，表明 100ng·L-1 浓度的皮质醇能够显著诱导

鳃内钠钾 ATP 酶 α 的基因表达，可能干扰渗透压调节，对一些洄游鱼类的溯河过程可能构成潜在影响 .
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Abstract：Studies have reported higher levels of（natural or man -made）glucocorticoids（such as cortisol） in the aquatic
environments which may affect the osmoregulation in anadromous migration of fishes. Na +-K+-ATPase plays important role
in the course of anadromous migration which is known to be regulated by cortisol in teleost. In this study, the partial
length genes encoding the α and β subunits of Na +-K +-ATPase were cloned from medaka gill. The effects of cortisol on
the transcriptional expression of Na +-K +-ATPase α and β subunit genes were studied by quantitative real -time PCR
method. The medaka which had been acclimated to saltwater of 15‰ were transferred to freshwater containing 0（control）,
10, 100ng·L -1 cortisol for 48 hours. Results showed that 100ng·L -1 of cortisol significantly obstructed the decrease of the
expression Na +-K +-ATPase α mRNA, which would disturb the normal hypoosmoregulation during the fish migration of
oceanic diadromous fish.
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1 引言（Introduction）

在过去十几年中，全球环境科学家进行了广泛

的内分泌干扰物的环境研究，在环境污染和环境

影响方面获得了一些重要结果（Stone , 1994；Ejaz
et al . , 2004; Heberer , 2002）. 但是这些研究主要集
中在性类固醇激素及其类似物 . 最近的研究表明，
在城市污水和地表水中还存在较高浓度的糖皮质

激素污染，并且发现糖皮质激素水平远高于雌激

素（Chang et al . , 2007）. 如北京城市污水厂原水中
糖皮质激素———氢化可的松（皮质醇，Cortisol）和
可的松（Cortisone）的污染水平分别达到 13~65ng·
L-1和 9~51ng·L-1，而雌二醇的水平仅为 1~10ng·
L-1（Chang et al. , 2007）；另外在北京的一些河道水
中，皮质醇和可的松的污染水平甚至超过城市污

水厂出水的浓度（Chang et al . , 2007）. 但是到目前
为止，尚未见有关皮质醇的生态危害性研究 .
在哺乳动物中，糖皮质激素的主要功能是参与

应激反应和糖代谢 . 但在鱼类体内，糖皮质激素的
功能不仅体现在应激反应和糖代谢方面，还起到

了调节渗透压的作用（Marshall , 2003; Fontaínhas -
Fernandes et al . , 2003; Dean et al . , 2003）. 研究表
明，皮质醇能刺激鱼类鳃上皮氯细胞密度增加，增

强鳃内钠钾 ATP 酶的活性，从而使过多的盐分排
出体外 （Sunny and Oommen , 2001; Pelis et al . ,
2001; McCormick , 1995; Lin et al . , 2000）. 鱼类在
从低盐度向高盐度环境的迁移过程（如由江河进

入海洋）中，皮质醇的升高对适应高盐环境起到重

要作用 . 但是在从高盐度向低盐度环境的迁移过
程（如溯河洄游）中，河道中皮质醇污染将可能影

响钠钾 ATP 酶活性的正常调节，从而引起渗透压
平衡紊乱（McCormick , 1995）. 已有离体实验表明，
平鲷 （Rhabdosargus sarba） 鳃细胞暴露皮质醇
（10ng·mL -1） 后钠钾 ATP 酶 α 基因表达升高
（Deane and Woo , 2005）. 但目前还没有关于环境
皮质醇污染对鱼类钠钾 ATP 酶影响的报道 .
青鳉（Oryzias latipes）是研究内分泌干扰物常
用的实验动物，也是研究渗透压调节机制的推荐

模式鱼类之一 （Sakamoto et al . , 2001；Inoue and
Takei , 2003）. 本文通过克隆青鳉钠钾 ATP 酶 α 和
钠钾 ATP 酶 β 基因的部分序列，建立了实时定量
RT-PCR 方法；并将该方法应用到了环境浓度水平
下的皮质醇对青鳉由高盐度向低盐度环境的适应

过程中鳃内钠钾 ATP 酶基因表达的影响研究 .

2 材料与方法（Materials and methods）

2.1 化学试剂
皮质醇购自中国医药集团上海化学试剂公司，

白色结晶性粉末，含量>99.97%，以 DMSO/水为
0.005%（体积比）配制所需浓度，实验用水为经曝
气和活性炭处理的普通自来水 .

2.2 实验动物
青鳉（Medaka , Oryzias latipes），Orange Red 品

系，在本实验室已经驯化多年，淡水青鳉 . 培养水
为经曝气和活性炭处理的普通自来水 . 养殖和暴
露条件控制在水温 25~28℃，水硬度 8.0mg·L -1，

pH 值 7.5~7.8，溶解氧 8.0~9.0mg·L-1，光周期控制

在昼 :夜=16h :8h . 饲料为新孵化的活体卤虫 .

2.3 暴露方法
2.3.1 预实验
实验一：随机选取成体青鳉（4 月龄，体重 0.4~

0.5g，雌雄不限）24 尾，平均分成 4 组，每组 6 尾 .
选取一组为淡水对照组（淡水组），其余 3 组暴露
于 15‰的盐水（人工海水）中（青鳉适应 15‰的盐
水不需盐度梯度过渡（Inoue and Takei , 2003）），在
第 4、7、10d 时分别选取其中一组 鱼 ，MS -222
（Sigma 公司，美国）麻醉，解剖分离鱼鳃提取总
RNA，淡水组于第 4d 提取总 RNA. 检测青鳉转入
15‰的盐水后，在不同时间鳃内钠钾 ATP 酶基因
表达情况 .
实验二：随机选取成体青鳉（4 月龄，体重 0.4~

0.5g，雌雄不限）30 尾，平均分成 5 组，每组 6 尾. 各
组均于 15‰的盐水（人工海水）中暴露 10d. 选取一
组为盐水对照组（盐水组），剩余 4 组转入淡水，在
12、24、48、96h 分别选取其中一组鱼，MS -222 麻
醉，解剖分离鱼鳃提取总 RNA，盐水组于第 12h提取
总 RNA. 检测适应 15‰盐水后的青鳉转入淡水后，
在不同时间鳃内钠钾 ATP 酶基因表达情况 .

2.3.2 暴露实验
随机选取成体青鳉（4 月龄，体重 0.4~0.5g，雌

雄不限）60 尾，平均分成 5 组，每组 12 尾，选一组
仍培养在淡水中作为淡水组，另外 4 组于 15‰的
盐水（人工海水）中暴露 10d，选取一组作为盐水
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组，其余 3 组鱼分别转入 DMSO 对照组（0.005%
DMSO（v/v）） 和环境浓度水平的皮质醇暴露组
（10ng·L -1 和 100ng·L -1） 中暴露 （Chang et al . ,
2007）48h，各组随机选取 6 尾鱼，MS-222 麻醉，解
剖分离鱼鳃保存于液氮中用于提取总 RNA .

2.4 实验方法
2.4.1 总 RNA 提取和 cDNA 第一链合成
采用 Trizol 试剂（Gibco BRL, Life Technologies,

Gaithersburg, MA, 美国）提取组织总 RNA，然后对
提取的总 RNA 进行 DNAase I（大连宝生物公司）
处理和纯化 . 所得总 RNA 紫外光吸收 A260/A280
大于 1.8，0.8%甲醛变性凝胶电泳证实无降解 . 采
用 Superscript Ⅲ反转录酶（Invitrogen, Paisley, 英
国）合成 cDNA 第一条链 .

2.4.2 青鳉钠钾 ATP 酶 α 和钠钾 ATP 酶 β 基因
序列克隆与分析

根据 NCBI GenBank（http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/）上已经发布的相关基因序列进行比对，利用
Primer Premier 5 设计兼并引物（表 1），PCR 反应扩
增目标基因 . 纯化 PCR 产物并连接到 pMD 18 -T
质粒（大连宝生物公司）上，转入感受态大肠杆菌，

提取质粒，通过 M13 引物测序获得相应序列 . 采用
Clustal X 软件（Bury et al . , 2003）将推算的青鳉钠
钾 ATP 酶 α 和 β 氨基酸序列和 Genbank 公布的氨
基酸序列进行了比对 .

2.4.3 实时定量 PCR 方法
定量 PCR 引物采用软件 Primer Express 2.0 设

计 . 引物序列见表 2，cDNA 标准品为纯化的普通
PCR 产物 . 20μL 体系 PCR 反应液包括 SYBR R

Green PCR Master Mix（Applied Biosystems , 美国）
10μL，25μmol·L -1 实时定量 RT-PCR 钠钾 ATP 酶
α（C）、钠钾 ATP 酶 β（D）和 GAPDH（E）的正义和
反义引物各 0.4μL，及 cDNA 和双蒸馏水 . PCR 反
应程序为 50℃ 2min，95℃ 10min；40 个循环：95℃
15s，60℃ 60s；在最后一个循环结束后做熔解曲
线，确定 PCR 反应质量 . GAPDH 被用作内参基因
校正实验误差 . 96 孔光学 PCR 板和光学透明塑料
盖 膜 购 自 Applied Biosystems 公 司 . 仪 器 采 用
ABI7000 型荧光定量 PCR 仪 （ABI Prism R 7000
Sequence Detection System, Applied Biosystems,美国）.

2.5 统计分析
采用 SPSS 软件（Ver 11.5; Chicago, IL, 美国）

的单向方差分析（one-way ANOVA）和 Tukey 多重
比较来检验相关数据的差异 . 当 p<0.05 时认为差
异显著. 所有数据和图表均以平均值±标准偏差表示 .

3 结果与分析（Results and analysis）

3.1 青鳉钠钾 ATP 酶 α 和钠钾 ATP 酶 β 基因序
列的克隆与分析

本文克隆了 650 个碱基的青鳉钠钾 ATP 酶 α
基因序列，编码 216 个氨基酸，在 Genbank（http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/） 公 布 的 序 列 号 为
DQ486033. 青鳉钠钾 ATP 酶 α 氨基酸序列分别与
罗非鱼（Oreochromis mossambicus，AAD11455）、平
鲷 （Rhabdosargus sarba，AAT48993）、欧 洲 鳗 鲡
（Anguilla anguilla，CAA53714）、 斑 马 鱼（Danio
rerio，AAG27060）、 虹 鳟 （Oncorhynchus mykiss，
AAQ82788）钠钾 ATP 酶 α 氨基酸序列的相似性为
90%、87%、86%、85%、83%. 本文还克隆了青鳉鳃
内 374 个碱基的钠钾 ATP 酶 β 基因序列，编码 124
个氨基酸，在 Genbank（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）

表 1 克隆青鳉钠钾 ATP酶 α（A）和 β（B）
基因所用兼并引物序列

Table 1 Degenerate primer pairs of medaka Na+-K+-ATPase
α（A）and β（B）genes for clone

基因 引物 引物序列 PCR产物/bp

A
上游引物

5′ -ATGACNGTNGC ［C/T］
CACATGTGGTT-3′

1728
下游引物

5′-GTANGGNAAGGCACA［GA］
AACCACCA-3′

B

上游引物
5′-AT［T/C/A］TTCAT［T/C］GG
［C/A/G］ACCATCCA-3′

639
下游引物

5 ′ -C［C/T］A［C/G］CAG［A/C/G/
T］GGCTG［G/C］AG［G/A］TA-3′

表 2 实时定量 RT-PCR钠钾 ATP酶 α（C）、
β（D）和 GAPDH（E）引物

Table 2 Primer pairs of SYBR R Green Real-time PCR Assay
for medaka Na+-K+-ATPase α（C）, β（B）and GAPDH（E）genes

基 因 引物 引物序列

C
上游引物 5′-TCCTGGCAGAACAAGACAAAGT-3′

下游引物 5′-GAGGCATCTCCAGCCACATC-3′

D
上游引物 5′-GCAAACCGTGTGTCATTGTGA-3′

下游引物 5′-GGATGCTGTCGTTGGAGAAG-3′

E
上游引物 5′-TGTGGAAAAGGCCTCACTTCA-3′

下游引物 5′-CAGACACGACCACACGCTGT-3′

214



侯彦峰等：皮质醇影响青鳉鳃内钠钾 ATP 酶基因表达的研究第 2 期

公 布 的 序 列 号 为 DQ486034. 青 鳉 和 平 鲷
（Rhabdosargus sarba，AAT48994）、斑马鱼（Danio
rerio，AAG30273）、欧洲鳗鲡 （Anguilla anguilla，
CAA53715）钠钾 ATP 酶β 氨基酸序列的相似性分
别为 74%、68%、67%. 基于这些基因片段，本文建
立了青鳉钠钾 ATP 酶 α和 β 基因表达的实时定量
RT-PCR 方法 .

3.2 皮质醇暴露对青鳉钠钾 ATP酶基因表达的影响
青鳉从淡水转入 15‰的海水 1 周后，肌肉含
水量恢复正常，鳃弓上 MR 细胞的尺寸和密度显著
增 加 （Inoue and Takei , 2003；Sakamoto et al . ,
2001）. 本研究对转入 15‰盐水的青鳉鳃内 Na +-
K+-ATPase α、β 基因在 4、7、10d 时的表达量进行
了检测，Na +-K +-ATPase α 基因表达结果分别为
0.004965 ±0.00039、0.005212 ±0.00065、0.005599 ±
0.00072（钠钾 ATP 酶 α mRNA/GAPDH mRNA 的
拷贝数比值，以下相同），各组均显著高于淡水组

（p<0.05），组间差异不显著 . 在 4、7、10d 时，Na+-
K +-ATPase β基因表达量同淡水组相比差异不显
著 . 将适应 15‰盐度的青鳉转入到淡水中，Na +-
K+-ATPase α基因表达在 12h（0.002788±0.000367）、
24h（0.003828 ±0.000275）、48h（0.003907 ±0.000257）、
96h（0.00375±0.000336）时显著低于盐水组 . Na+-
K+-ATPase β 基因表达量各组变化不显著 .
将适应 15‰盐度的青鳉，转入含有皮质醇

（10、100ng·L -1）的淡水中，暴露 48h 后，分析了鳃
内钠钾 ATP 酶 α 和 β 基因表达的变化（图 1）. 结
果发现，暴露于 100ng·L -1 的皮质醇，青鳉鳃内钠

钾 ATP 酶 α 基因表达显著高于对照组（DMSO 对
照组）（p<0.05）. 淡水组即未暴露盐水组钠钾 ATP
酶 α mRNA水平为 0.003614±0.000135，盐水组钠钾
ATP 酶 α mRNA 水平为 0.005599±0.00072，显著高
于淡水组（p<0.05），DMSO 组鳃内钠钾 ATP 酶 α
mRNA 水平为 0.00338±0.000306，10ng·L -1 皮质醇

暴露组钠钾 ATP 酶 α mRNA 水平为 0.002997 ±
0.00019，与 DMSO 对照组差异不显著，100ng·L -1

皮质醇暴露组的钠钾 ATP 酶 α mRNA 基因表达为
0.004845±0.000353，显著高于 DMSO 对照组（图 1）.
但是从青鳉鳃内钠钾 ATP 酶 β 基因表达变化
看，淡水组、盐水组、DMSO 对照组、10ng·L -1 和

100ng·L -1 皮质醇暴露组的钠钾 ATP 酶 β mRNA

水平分别为 0.267933±0.124938、0.375102±0.074086、
0.246513 ±0.038468、0.261427 ±0.10834 和 0.292208 ±
0.101933，暴露皮质醇组的青鳉鳃内钠钾 ATP 酶 β
基因表达量与对照组（DMSO 对照组）相比无显著
性变化（p>0.05）.
图 1 表明，适应 15‰盐度的成体青鳉，转入到

含有 10、100ng·L -1 皮质醇的淡水中，100ng·L -1 皮

质醇暴露组青鳉鳃内钠钾 ATP 酶 α mRNA 回落水
平受阻（48h），钠钾 ATP 酶 β mRNA 无显著变化 .
这与 Deane 和 Woo（2005）对海鲷鳃的实验结果一
致 . 因为鱼类鳃内 Na+-K+-ATPase 是调节渗透压的
关键性酶，并且钠钾 ATP 酶 α mRNA 的表达量直
接关系 Na+-K+-ATPase 活性（Deane and Woo, 2005；
Madsen et al . , 1995），因此水环境中的皮质醇污染
可能影响鱼类溯河洄游过程中渗透压的调节 .

图 1 实时定量 RT-PCR，SYBR Green荧光染料法检测淡
水组、盐度组（salinity 15‰）、对照组（0.005% DMSO）、暴露
皮质醇组（10、100ng·L-1）青鳉鱼鳃内 Na+-K+-ATPase α和
Na+-K+-ATPase β基因表达定量结果（n=6；mean±S.D.；

*：实验组与 DMSO对照组相比差异显著（p<0.05））

Fig.1 Gene expressions of Na+-K+-ATPase α and β in gill of
medaka in fresh water, salinity（15‰）, control（0.005%

DMSO）, hydrocortisone（10, 100ng·L-1）exposed groups by
real-time PCR, SYBR Green detection（n=6; mean±S.D.; *:

compared with the DMSO control group, p<0.05）
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3.3 皮质醇污染以及可能造成的生态危害
我国每年生产的皮质醇及其类似物达数百吨，

仅天津某一厂家年产皮质醇就达 20 吨之多，另外
在生产过程中的大量中间产物和提纯过程中的成

品流失也不容忽视（Marshall , 2003）. 除了医药品
使用造成的环境污染以外，人体排放也是皮质醇

一个重要的污染源 . 人类尿液中皮质醇的排放量
约为雌二醇的 100~1000 倍，源于人类排泄的天然
糖皮质激素污染已经成为一个重要的环境问题 .
2007 年，研究人员在北京城市污水厂原水和一些
河道水中，已检测到一定水平的糖皮质激素（皮质

醇、可的松）污染（Chang et al . , 2007）. 总之，目前
环境中存在着潜在的皮质醇及其类似物的环境污染 .
皮质醇是调节鱼类和其他脊椎动物发育和老

化，成功适应外界刺激的一个关键因素（McEwen
and Sapolsky , 1995）. 大量关于北极嘉鱼、鲽鱼、鳎
鱼、鲑鱼等鱼类的研究发现，神经内分泌应激系统
是一个容易被环境污染物干扰的敏感靶目标

（J覬rgensen et al . , 1999；Waring and Moore , 2004），
但是目前关于下丘脑 -垂体 -肾上腺皮质轴的环境
影响研究却很少 . 一直以来，皮质醇作为一个生理
指标用于环境污染胁迫，其本身作为污染物的研

究尚鲜有报道 . 然而目前一些实验室暴露研究已
经证明糖皮质激素对鱼类具有潜在的生态毒性 .
据报道，长期喂食皮质醇，不仅抑制鱼类的活动和

进攻行为（覫verli et al . , 2002），还可降低鱼类的免
疫反应（Halpenny et al. , 2002）. 与没有暴露皮质
醇的更小的虹鳟鱼相比，暴露了皮质醇的虹鳟鱼

很明显地在配对竞争中处于劣势（Gilmour et al . ,
2005）. 研究表明，血清皮质醇的正常变化对鱼类
洄游过程中的渗透平衡调节至关重要（Dean et
al . , 2003）. 如果正常血清皮质醇平衡受到外界干
扰将可能引起洄游鱼类的渗透压调节失败，使大

量洄游鱼类死于河口 . 最近几十年来，许多洄游鱼
类如鲟鱼、鲥鱼、胭脂鱼等的种群数量急剧降低，
是否与皮质醇及其类似物的污染有关值得深入探

索 . 人工合成皮质醇及其类似物（如强的松、丁酸
氢化可的松等）这类物质的副作用，如可导致水电

解质平衡失调、骨质疏松、免疫力下降、自身肾上
腺萎缩、药源性皮质醇增多症，诱发溃疡病、促发
精神异常和儿童生长发育异常等，也不容忽视（国

家基本药物领导小组，1999）. 如 2003 年爆发的非

典型肺炎中皮质醇药物曾经大量使用，结果引起

许多治愈者的骨质疏松 . 但是到目前为止有关此
类物质潜在的生态危害性研究还没有引起足够的

重视，亟待深入研究 .

通讯作者简介：胡建英（1965—），女，博士，北京大学城
市与环境学院教授，博士生导师，主要从事环境中微量

有害化学物质的环境行为研究及化学物质的环境风险

评价 .
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