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摘要: 2，3，7，8-四氯二苯并对二恶英 ( 2，3，7，8-Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin，TCDD) 是一种持久性环境有机污染物质，它在有

机体内的蓄积性引起研究人员的重视。以青鳉胚胎作为实验动物模型，使用原位杂交和定量聚合酶链锁反应 ( Polymerase
Chain Ｒeaction，PCＲ) 技术从分子水平探讨了 TCDD 对胚胎耳泡的发育及其毒性作用机制。结果表明，TCDD 造成青鳉幼鱼耳

泡生成障碍。通过原位杂交和 qPCＲ 分析表明，TCDD 引起软骨发育的变化与 SOX9b 表达降低有密切的关联。研究认为青鳉

胚胎是一种非常敏感的 TCDD 模式动物，其耳泡软骨发育以及 SOX9b 基因表达可能是一种二恶英发育毒性的效应标记物。
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Abstract: 2，3，7，8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin ( TCDD) is one of persistent organic pollutants in the environment and
have bioaccumulation． Medaka embryos were used as a testing platform，we explored the relationship between TCDD ex-
posure and development of the otic vesicle． In this study，we employed both in situ hybridization and ＲT-PCＲ tech-
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niques to investigate the relationship between SOX9b expression and TCDD exposure during development of otic vesicle
in medaka embryos． Our results showed that exposure of TCDD caused suppression in formation of otic vesicle in medka
embryos． By in situ hybridization and ＲT-PCＲ analyses，we can relate changes of cartilage development caused by TC-
DD with the reduced expression of SOX9b． These results indicated that otic vesicle cartilage development and SOX9b ex-
pression are potential biomarkers for TCDD toxicity．
Keywords: TCDD; medaka embryos; otic vesicle; toxicity

二噁英( 简称 DXNs) 是多氯代三环芳烃类化合

物的总称，包括 210 种同系物，其中 2，3，7，8-四氯

代二苯并对二恶英( TCDD) 的毒性相对较大。二噁

英是工业生产或垃圾燃烧所产生的微量污染物，可

在生物体内蓄积，对人类健康及环境污染的影响已

引起人们高度重视［1-5］。
二 恶 英 类 对 胚 胎 软 骨 的 发 育 有 一 定 的 影

响［6-7］，Xiong 等发现 TCDD 能够致使下颌短小，这

种短小与 sry-box containing gene 9 ( sox9) 基因相关

联［8］，而 SOX9 对神经脊与软骨发育具有决定性作

用。但是，有关 TCDD 引起骨骼发育障碍及其机制

还不是很清晰，有待于进一步研究［9-10］。
污染物毒性的生物评价是生态毒理学研究的一

种重要手段。目前已有多种模式生物，如黑腹果蝇、
非洲爪蟾和斑马鱼等。在水生态毒理学的研究中，

常使用的鱼类实验生物有斑马鱼和青鳉。青鳉与斑

马鱼相比，具有以下特点: ( 1 ) 温度适应范围较广，

对二恶英有更高的敏感性; ( 2 ) 鱼卵体积大且不易

破损; ( 3) 各阶段发育变化明显，易于观察和操作;

( 4) 全基因组序列解析完毕等诸多优点［11-12］。
本实验以青鳉作为动物模型，用低浓度的 TC-

DD 进行短时间染毒，观察 TCDD 对青鳉耳泡软骨

的影响及基因变化，以期为二噁英影响青鳉鱼胚胎

软骨发育的毒性机制提供进一步的实验依据。

1 材料和方法( Materials and methods)
1． 1 药物

2，3，7，8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin ( TCDD) 来

自 Cambridge Isotope Laboratories ( Andover，MA) 。
纯度≥98%。DIG 抗体等购自 Ｒoch ( Indianapolis，
IN) ，其他药物购自 Sigma( St． Louis，MO) 。
1． 2 试验动物及染毒方式

受精卵根据文献［6］的方法，将青鳉雌雄分别培

养，并以 L∶ D = 14 ∶ 10 光周期促熟，实验前一天

混养。自然交配后，采集受精卵并放入盛有青鳉缓

冲液 的 培 养 皿 中，置 于 28． 5 ℃ 孵 化 箱 ( LTI -
600ED) 中孵化。受精后 6 h 开始染毒( 6 hours post

- fertilization ，以下略为 6 hpf) ，染毒时使用 3 cm 培

养皿，二甲基亚砜( DMSO) 作为溶剂，采用 0． 1 μg·
L-1，0． 3 μg·L-1二噁英染毒等定容到 3 mL，每个培养

皿放入 10 个受精卵，置于 28． 5 ℃孵化箱内续孵化。
用含有 0． 1% DMSO 的青鳉缓冲液饲育的卵作为溶

媒对照。青鳉胚胎进行 TCDD 染毒 1 h 后使用培养

液清洗，然后将青鳉( medaka) 放在培养皿中直至固

定用于以下各种试验。
1． 3 软骨染色

青鳉胚胎染毒 1 h 后，培养至 10 h 使用 10% 甲

醛固定一夜，自来水冲洗 2 次，每次 30 min，取固定

后的胚胎在 Alcian Blue 8GＲ 中染色 6 h，然后用梯

度酒精( 90% ～20% ) 水合，胰蛋白酶消化液消化 15
～ 30 min，0． 5% KOH 加双氧水处理 1 h 之后水洗，

添加 70%甘油后摄影。
1． 4 原位杂交

青鳉胚胎 ( 4 h) 经 TCDD 或者 DMSO 处理 1 h
后清洗，培育至 8 d，或者 10 d 后使用 10%中性缓冲

福尔马林固定( 过夜) ，然后用磷酸缓冲液清洗后放

在甲醇中备用。胚胎使用蛋白酶 K 室温消化，然后

加入杂交液( 内含 50% 甲酰胺，300 mmol·L-1NaCl、
30 mmol·L-1柠檬酸钠) 放于 65℃的恒温箱中预杂交

1 h，再用含有 SOX9b 探针的杂交缓冲液更换，放于

恒温箱中过夜，次日清洗放入含有 3000 倍稀释的抗

DIG 抗体放在 4℃ 冰箱中反应过夜，在清洗液后显

色摄影。
1． 5 ＲNA 的提取纯化以及定量 PCＲ( ＲT-PCＲ) 技术

总 ＲNA 的制备将使用 Trizol ( Gibco 产品) ，使

用手动或者匀浆仪打碎斑马鱼胚胎后者脏器后，加

入氯仿并且离心，使之分为水相和有机相两层。用

移液枪转移水相 ( 内含 有 ＲNA ) ，用 异 丙 醇 沉 淀

ＲNA，经 75%乙醇洗涤两遍后用水 ( ＲNase free) 溶

解。制备好的 ＲNA 样品用核酸定量分析仪检测

OD260、OD260 /OD280 的值，并计算 ＲNA 产量，根

据需要，进行 ＲNA 的提纯工作。转录使用反转录酶

1 μL，10 x 缓冲液 2 μL，25x dNTP 加 0． 8 μL，反转
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录抑制剂 1 μL，10x ＲT Ｒandom 引物 2 μL，后加纯

净水( 无核酸酶) 至 10 μL，然后加入 250 ng 等量 to-
tal ＲNA 10 μL 混合后 25 ℃ 10 min，然后 37 ℃ 120
min 反应，再 用 85 ℃ 高 温 灭 活。Sybr GreenI ＲT-
PCＲ 方法的建立: 在 25 μL，反应体系中，加入 sybr
GreenI PCＲ 反应混合液 12． 5 μL，上下游引物各 1
μL，cDNA 1 μL ( 1 ng ) ，( 上游引物: 5’-AAAGC-
CAACAGGGTCAACAG-3’; 下 游 引 物: 5’- GCTG-
TAGTAAGAGTTGGCAC-3’) 水 9． 5 μL。在 95 ℃
10 min，然后 95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min 条件下反应 40
个循环。内参基因以及计算使用 18s，计算采用 2-
△△CT 方法来计算基因表达的相对变化。
1． 6 统计方法

试验数据用 SPSS 统计软件进行单因素方差分

析方法进行多重比较，用平均值 ± 标准误差表示，

差异显著性水平设置为 p ＜ 0． 05。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 TCDD 引起青鳉幼鱼耳泡部位软骨缺失

青鳉胚胎发育到 9 ～10 hpf 后，用 0 μg·L-1 TCDD
( DMSO 0． 1% ) 、0． 1 μg·L-1 TCDD 和 0． 3 μg·L-1 TC-
DD 对胚胎进行连续染毒 1 h 后，转移到正常的胚胎

培养液中，其中一部分胚胎培育到 10 d 及其 20 d 后

进行软骨染色; 另一部分胚胎培育到 8 d，实施原位杂

交。胚胎发育至 10 d，各组之间的死亡率与对照组相

比没有差异，但通过软骨染色发现，无论是低浓度的

0． 1 μg·L-1 TCDD 染毒组，还是高浓度的 0． 3 μg·L-1

TCDD 染毒组，均致使耳泡部软骨发育缺失 ( 图 1B
和 C) ，胚胎发育到 20 d 时，0． 1 μg·L-1 TCDD 染毒组

与对照组的死亡率没有显著差异，但 0． 3 μg·L-1 TC-
DD 染毒组尚未发育到 20 d，幼鱼已经全部死亡。通

过软骨染色发现，与对照相比( 图 1D) 0． 1 μg·L-1 TC-
DD 染毒组幼鱼耳泡部软骨发育仍然缺失( 图 1E) 。
2． 2 TCDD 对青鳉幼鱼耳泡部软骨和 SOX9b 基因

表达的影响

当胚胎发育到 8 d 后使用 4%多聚甲醛( PFA) 4
摄氏 度 固 定 一 夜 后，实 施 原 位 杂 交 和 定 量 PCＲ
( qPCＲ) 检测。与对照组比较，SOX9b 基因在耳泡

部位、腮弓部位有较强的表达 ( 图 2A) 。但是染毒

组从 0． 3 μg·L-1开始在耳泡部位的表达有明显的减

低，( 图 2，B ) ，使 用 ImageJ 软 件 分 析 耳 胞 部 位

SOX9b 的表达强度，发现 0． 3 μg·L-1 TCDD 染毒组

与对照相比，减低了 1． 68 倍，而 0． 1 μg·L-1 染毒组

没有显著变化 ( 图 2，C ) 。通过 qPCＲ 进一步定量

TCDD 所产生的影响，发现 0． 1 μg·L-1 TCDD 所产生的

影响同样不明显，但 0． 3 μg·L-1 TCDD 染毒组显著抑制

了 SOX9b 基因的表达，表达量降低了 2． 66 倍( 图 3)。

图 1 TCDD 对青鳉幼鱼耳泡部软骨发育的影响。给 6hpf 斑青鳉幼鱼染毒 1 h 后进行水洗培养至 10 d 或者 20 d 进行软

骨 染色观察。A，B 和 C 为 10 d 胚胎，D 和 E 为 20 d 幼鱼。A，D 为对照组，B 和 E 表示 0． 1μg·L-1，C 为 0． 3 μg·L-1染毒胚胎，

箭头表示耳泡部软骨。比例尺为 100μm。
Fig． 1 The effect of TCDD on otic vesicle development in medak larva． Embryos were exposed for 1 hour from 6 hpf，washed

and incubated until 10 dpf or 20 dpf，and carried out cartilage stain． A，B and C: 10 dpf; D and E: 20 dpf． A and D: control;

B and E: 0． 1 μg·L-1 TCDDp; C: 0． 3 μg·L-1 TCDD． Arrow: otic vesicle． Bar = 100 μm．
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图 2 TCDD 对青鳉幼鱼耳泡部位 SOX9b 基因表达的影

响。给 6 hpf 斑青鳉幼鱼染毒 1 h 后进行水洗培养至 8 d 后

进行原位杂交后对比观察。A 为对照组，B 0． 3 μg·L-1 TC-
DD 染毒胚胎，A 和 B 中的箭头指示 SOX9b 基因在耳泡部

位表达。C 是使用 ImageJ 对耳泡表达强度进行定量分析。

不同字母之间表示差异及显著，p ＜0． 05。
Fig． 2 The effect of TCDD on SOX9b mＲNA expression in otic
vesicle of Medaka Lava． Embryos were exposed for 1 hour from 6
hpf，washed and incubated until 8 dpf． A : control; B: 0． 3 μg·

L-1 TCDD． Arrow: otic vesicle in A and B，C: Integrated blue
density of SOX9a，was analyzed by Image J． different letter indi-
cate significant different，p ＜0． 05．

图 3 TCDD 对 青 鳉 幼 鱼 SOX9b 基 因 表 达 的 影 响。给

6hpf 斑青鳉幼鱼染毒 1 h 后进行水洗培养至 8 h 通过定量

PCＲ 检测。不同字母表示差异极显著，p ＜0． 05。
Fig． 3 The effect of TCDD on expression of SOX9b in larva of
medka as determined by QPCＲ． Embryos were exposed for 1
hour from 6 hpf，washed and incubated until 8 dpf． Different let-
ters indicate significant difference，p ＜0． 05．

3 讨论( Discussion)

本试验首次通过软骨染色确认了短时间一次性

低浓度染毒，TCDD 可以抑制青鳉鱼胚胎耳泡的生

成。当 TCDD 浓度达到 0． 3 μg·L-1，胚胎发育到 8 d
后，观察结果表明耳泡生成便明显受到抑制。在基

因水平上，SOX9b 是软骨发育的重要调节基因，通

过原位杂交观察 SOX9b 基因表达，发现 TCDD 同样

显著抑制了耳泡部位 Sox9b 的基因表达。
SOX 有 两 个 分 型，一 个 是 Sox9a，另 一 种 是

Sox9b，其中 Sox9b 是软骨细胞分化与增殖的重要

转录因子［13］，其对斑马鱼下颌软骨的发育与生长有

非常重要的调节作用，Xiong 等使用 SOX9b 寡核苷

酸减低 Sox9b 的表达与转录，斑马鱼表现出与 TC-
DD 染毒同样下颌软骨发育不全与骨畸形，但是当

注射 Sox9b mＲNA 后，发现 SOX9b mＲNA 具有阻止

这种发育不全或者畸形作用［8］。这与 Mathe 等报道

相符，当 TCDD 染毒后，斑马鱼幼鱼与成鱼尾鳍再生

障碍，同时 SOX9bmＲNA 表达显著降低。有关青鳉

SOX9b 与软骨发育调控机制有待于进一步研究。
本研究明确了 TCDD 导致耳泡部软骨发育障碍，这

种发育障碍同时伴随着 SOX9b mＲNA 表达的显著

降低，这种耳泡发育的影响必然影响幼鱼的运动与

平衡调节。
TCDD 的典型症状是引起心囊水肿和血液流动

延迟，有关毒性机制研究，被认为是经由上游基因芳

烃基受体而引发［14-15］。但导致具体心囊水肿的下

游基因还是未知，最近 Hofsteen 等报道导致心脏畸

形的下游基因 SOX9b 具有决定性作用，如 SOX9b
的缺乏导致斑马鱼颅面畸形，并且 SOX9b 在心室的

表达被 TCDD 显著下调，导致下调的原因可能是心

脏的心外膜层的形成和迁移受到影响，但这种现象

没有在 SOX9a 敲除组中发现［16-17］。
通过本试验表明，TCDD 染毒引起青鳉胚胎耳

泡发育障碍，这种障碍与 TCDD 的浓度有剂量响应

关系，当浓度达到 0． 3 μg·L-1时，耳泡软骨发育几乎

全部受到抑制; 低浓度 TCDD( 0． 3 μg·L-1 ) 一次性染

毒( 1 h) 显著抑制了与软骨( 骨) 相关基因 SOX9b 的

表达，并在 8 d 之内能够监测出青鳉胚胎形态学( 耳

泡) 的变化和 SOX9b 表达的变化，说明青鳉胚胎是

一种非常敏感的 TCDD 模式动物，其耳泡软骨发育

以及 SOX9b 基因表达可能是一种二恶英发育毒性

的效应标记物。
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