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摘要: 鱼类雌激素响应基因的发掘及其作为生物标记物基因的应用一直是生态毒理学的研究热点。 近年来的相关研究普遍

采用活体实验,易受到动物个体差异影响,存在一定不确定性。 通过建立鱼类原代肝细胞培养方法,利用实验室多代繁育的

中国青鳉(Oryzias sinensis)作为实验动物,基于新一代测序技术(NGS),开展了不同浓度雌二醇(0.01、0.1、1、10 和 100 nmol·L-1 )
� 暴露下的中国青鳉肝细胞转录组分析,获得并注释中国青鳉表达序列标签(ESTs)65 765 条,发现雌激素暴露后具有良好剂量

效应关系的显著差异表达基因(DEG)105 个(37 个上调,68 个下调),其中有 9 个未知基因。 GO 和 KEGG Pathway 分析发现,
DEG 显著富集于雌激素的细胞响应、脂质运输、骨骼肌组织发育、钙离子运输、蛋白磷酸化等生物学过程以及钙离子信号通路

和 MAPK 信号通路等。 通过 RT-qPCR 对部分雌激素响应基因进行了分析验证,结果表明 NGS 数据可靠。 卵黄原蛋白(VTG)
和卵壳前体蛋白(CHG)基因家族在 0.1 nmol·L-1雌二醇浓度时均能够显著升高,vtg2 响应最明显。 该研究提供了一个可靠的

� 中国青鳉肝脏雌激素响应基因列表,以及一种利用本土物种细胞离体实验开展化学物质雌激素活性测定的方法,该方法比一

些常用环境雌激素生物测试方法灵敏度更高。
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Abstract: The identification of estrogen-responsive genes in fishes and their uses as biomarkers in monitoring en-
vironmental estrogens in the water are of concern in ecotoxicological studies. Recently, many estrogen-responsive
genes have been investigated in model fishes such as zebrafish using in vivo exposure experiments. Because of the
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individual difference, there are always non-negligible errors and uncertainties during the in vivo studies. In this pa-
� per, we developed a method for fish primary hepatocyte culture, and studied the gene expressions in response to es-

tradiol exposure at different concentrations (0.01, 0.1, 1, 10 and 100 nmol·L-1) in primary hepatocytes of Chinese
medaka (Oryzias sinensis) using next-generation sequencing technology (NGS). A total of 65 765 expression se-

� quence tags (ESTs) were obtained and annotated by NGS, and 105 differentially expressed genes (DEGs) (37 up-
regulated, 68 down-regulated, 9 unknown genes) were detected and show good dose-response relationship after es-
tradiol exposure. GO and KEGG Pathway analyses showed that the DEGs were significantly enriched in the biologi-
cal process of “response to estradiol”, “ lipid transport”, “skeletal muscle tissue development”, “calcium ion trans-
port”, “protein phosphorylation”, etc., and KEGG pathways of “ubiquitin mediated proteolysis”, “MAPK signaling
pathway”, etc. Analyses of some DEGs by RT-qPCR confirmed the expression results of NGS. The expressions of
vitellogenin (VTG) genes and choriogenin (CHG) genes were found to be significantly increased at concentration of
0.1 nmol·L-1 estradiol and higher, and the expression of vtg2 was the largest increased. This study provides a reliable
list of estrogen-responsive genes in liver of Chinese medaka and a method for measuring the estrogenic activity of
chemicals in vitro using native species. The method is more sensitive than some traditional bioassays.
Keywords: estradiol (E2); Oryzias sinensis; primary hepatocytes; transcriptome analysis; RT-qPCR

　 　 环境雌激素(EEs)是水环境中最受关注的内分

泌干扰物质类型[1-4]。 研究表明,暴露在 EEs 污染的

环境中,鱼类会出现雄性生殖能力下降、雌雄同体、
雄性逆转为雌性和性激素水平异常等问题,进而造

成鱼类种群的繁殖能力下降,种群数量减少,甚至灭

绝[5-7]。 卵黄原蛋白(vitellogenin, VTG)和卵壳前体

蛋白(choriogenin, CHG)是鱼类等卵生动物卵巢发育

过程中需要的 2 类蛋白质,正常情况下,雌性个体

中,2 类蛋白质在内源雌激素刺激下在肝脏合成后

运输至卵巢。 鱼类幼体和雄性中 VTG 和 CHG 基因

通常不表达或表达量极低,但是在环境雌激素作用

下幼鱼和雄鱼中 VTG 和 CHG 基因也会大量表

达[8-9],因此,VTG 和 CHG 基因被开发为生物标记

物(biomarker),广泛应用于化学物质雌激素活性的

评估。 近年来,随着新一代测序技术(NGS)的成熟,
人们开始用其研究鱼类其他雌激素响应基因,以期

阐明环境雌激素影响鱼类生殖发育的分子机理,同
时也希望找到更多可以利用的生物标记物基因。
Kausch 等[10]发现斑马鱼肝脏中有 211 个雌激素响

应基因。 在环境雌激素的生态毒理学研究中,国内

外常用斑马鱼和日本青鳉等[11-13]作为模式生物,我
国的一些学者也采用本土物种稀有鮈鲫开展研

究[14-16]。 国际通用的模式生物的优势在于其生物学

信息较全面,包括基因组、转录组和基因功能等已有

大量基础研究,数据信息可以在现存常规数据库中

调阅,如斑马鱼模式物种数据库 ZFIN (Zebrafish
Model Organism Database)和基因组注释数据库 En-

sembl、Vega 和 UCSC Genome Browser[17];而本土物

种材料易得,甚至可以直接从环境水体中获得,且不

存在外来物种入侵风险。 近年来 NGS 的迅速发展,
使得一个独立课题组也能够开展一个物种的基因组

和转录组分析,能够较容易地分析本地物种的基因

组和转录组。 在本研究中,选择在中国南北方均广

泛分布的中国青鳉作为实验动物,通过实验室多代

驯化培育,获得了实验室内稳定传代的野生型实验

品系。 利用 NGS 和生物信息学软件,对其肝脏转录

组进行分析。
在开展环境雌激素的鱼类毒理学研究中,通常

采用活体暴露方式,其优点在于暴露方式与现实环

境暴露形式相同。 但是在机理性研究时,往往由于

实验动物的个体差异,造成一些误差和不确切的结

果。 因此,建立和采用鱼类细胞培养方法,利用离体

细胞开展机理研究更为理想[18-21]。 为此,以中国青

鳉肝细胞为实验对象,经不同浓度的 17β -雌二醇

(E2)暴露后,利用 NGS 获得转录本后筛选雌激素响

应基因,并通过 GO 功能注释和 KEGG 通路富集分

析,揭示肝脏雌激素响应基因的功能和通道;然后利

用 RT-qPCR 方法,验证 NGS 结果并建立雌激素响

应基因与 E2 浓度的关系,以期建立有效的环境雌激

素生物检测方法。

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

实验动物为雄性中国青鳉(Oryzias sinensis),取
� 自本实验室繁育的 4 月龄个体,体长 2.8 ~ 3.5 cm,
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体重 0.2 ~ 0.28 g。 该实验品系最初采自北京市海淀

公园湖泊,目前在本实验室已繁育>3 a,繁育代数超

过 6 代。 养殖条件:采用活性炭处理的自来水,水温

(25±1) ℃,水硬度 8.0 mg·L-1,pH 7.5 ~ 7.8,溶解氧

8.0 ~ 9.0 mg·L-1,光照周期昼夜比为 16 h ∶8 h,饲料

为新孵化丰年虾,每日喂食 2 次。
E2 纯度>98% ,购于美国 Sigma 公司;DMEM

高糖培养基和青链霉素溶液购自美国 Gibco 公司;
胎牛血清(FBS)购自以色列 BI 公司;0.28% 胰蛋白

酶-EDTA 溶液和生理盐水(两栖动物专用,无菌)购
自中国 Leagene 公司;二甲基亚砜(DMSO)分析纯,
购自美国 VWR 公司;RNA 提取试剂 Trizol 和实时

定量 PCR 试剂 SYBR® Green PCR Master Mix 购

自美国 Life Technologies 公司;M-MLV 反转录酶、
M-MLV-RT 缓冲液、dNTP Mix、Oligo(dT)15 Primer
和 RNA 酶抑制剂购自美国 Promega 公司;35 mm
培养皿、6 孔培养板购自美国 Costar 公司;96 孔光

学 PCR 板和光学透明塑料盖膜购自美国 Axygen
公司。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 中国青鳉原代肝细胞采集

将鱼置于冰上麻醉,用 1%的次氯酸钠和 75%
的酒精对鱼体表消毒,解剖取肝脏组织,置于生理盐

水(两栖动物专用,无菌)中;肝脏经多次洗涤后转移

至培养皿中,剪刀剪碎后用胰酶消化 2 ~ 3 min 至组

织块松散,去掉胰酶,加入完全培养基(15% FBS+
80% DMEM+5% H2O+0.1%青链霉素)终止反应;
用 150 目滤网过滤,将滤液置于 15 mL 离心管,
1 000 r·min-1离心 5 min,收集肝细胞弃上清;用培

养基悬浮细胞,计数细胞密度,采用台盼兰染色法评

估细胞活力达到 90%以上方可使用;采用完全培养

基培养细胞。
1. 2. 2　 E2 暴露实验

将鱼原代肝细胞接种于 6 孔板中,对照组加入

DMSO,实验组加入 E2 溶液,置于 25 ℃、5% CO2

细胞培养箱中培养 24 h,E2 溶液由 DMSO 配制,浓
度梯度为 0.01、0.1、1、10 和 100 nmol·L-1,DMSO 含

量不超过 0.01% ,每个浓度设置 3 个生物学重复,暴
露时间 24 h。
1. 2. 3　 RNA 提取和转录组测序

细胞总 RNA 用 Trizol 试剂提取,提取方法按

Trizol 试剂说明书。 用 Agilent 2100(美国安捷伦科

技公司)和 Nanodrop 2000c(美国 Thermo Fisher Sci-
entific 公司)检测 RNA 的完整性。 检测合格的 RNA
样品构建测序文库,在北京大学高通量测序平台 Il-
lumina Hiseq 进行测序,获得 clean reads 数据。
1. 2. 4　 转录组组装、基因注释与差异表达基因筛选

通过 CLC Genomics Workbench 软件对 clean
reads 进行剪切(trim)和组装,得到表达序列标签(ES-
Ts)。 通过 CLC Genomics Workbench 软件中 blastX
功能对 ESTs 序列进行注释。 将 ESTs 序列作为参

考序列分析各个样品的表达数据,以 RPKM 作为衡

量基因表达水平指标进行组间比较。 以差异倍数绝

对值 | fold change (FC) |≥2、P<0.05 作为筛选标准,
� 进行差异表达基因(DEG)筛选。 最后通过 GO 分析

和 KEGG Pathway 分析得到 GO 功能注释和 Path-
way 富集分析。
1. 2. 5　 RT-qPCR 方法

用 Primer Express(美国 Applied Biosystems)软件

设计引物,引物序列如表 1 所示。 先将 RNA 按照反

转录试剂盒说明书反转录为 cDNA,以 rpl7 为内参

� 基因,以 cDNA 为模版进行荧光定量 PCR。 反应程

表 1　 RT-qPCR 引物

Table 1　 Primers for RT-qPCR
引物名称

Primer name

正向引物序列(5’ ~ 3’ )
Forward primer sequences (5’ ~ 3’ )

反向引物序列(5’ ~ 3’)
Reverse primer sequences (5’ ~ 3’ )

rpl7 GCCATCCGTGTCAAGAAGTTGCT CCTCTCCATCTGCCTGTACTCCTT

esr1 AGGAGGAGGTGGAGGAAGACTGT GTGTACGGTCGGCTCAACTTCTG

vtg1 AACCACCTCTGTCAATGTTGGCTTC CTAAGATCCCTAGAAGAATCAGCAGCAA

vtg2 CCGCCATACCTCTGAGTGCTACA TCACCTAAGTGGTTGACCTGCTTCT

vtg3 TCCCAGTAACATCTTTGAAAGCAGT GCCAGGTGAGCCACTGTTGA

chg-l TGATCCACATAGAGGCTACCGTCAA GGCTTGAGTTCGCATCAGGTGAA

chg-h TGCCATAGACTGCTGCCACGAT CCACCACAACGATGAAGTGTCCAT

chg-hm ATGAGCCTGGTGTCCTTGTCTATGA CTCCACGAGGTCCAATAGCAACTTC
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序为:95 ℃预变性 1 min,95 ℃变性 20 s,60 ℃退火

1 min,40 个循环,溶解曲线条件为:95 ℃ 变性 1
min,60 ℃退火 30 s,95 ℃保温 30 s。 基因的相对表

达量采用 2-ΔΔCT 法计算。
1. 3　 数据处理方法

使用 Excel 2016 对实验数据进行整理,用 SPSS
进行单因素方差分析(ANOVO),显著性水平为 P<

� 0.05,通过 Origin 9.0 作图。

2　 结果与分析(Results and analysis)
2. 1　 中国青鳉原代肝细胞培养方法建立

以 DMEM(无酚红,高糖)为基础培养基,加入

15% FBS,添加 5%的超纯水调节渗透压。 细胞采

集过程中,鱼体需经过 2 层体表消毒,1%次氯酸钠

和 75%酒精,减少细菌污染机会。 原代细胞分离过

程中采用机械破碎和胰蛋白酶消化相结合的方式能

有效提高活细胞比例,经过 72 h 培养后,细胞数量

明显增多(图 1)。
2. 2　 转录组序列组装结果

中国青鳉肝细胞暴露于不同浓度(0.01、0.1、1、
10 和 100 nmol·L-1 )的 E2 中 24 h,提取 RNA 测序。
经 Illumina 测序后,对原始数据进行过滤,获得 clean
reads,每个样本均获得 6 G 左右的测序数据量。 各

样本 reads 有 88%以上能匹配到参考序列上,具体

结果如表 2 所示。
通过 CLC Genomics Workbench 对 clean reads

进行 De novo 组装,共获得 65 765 条 ESTs,最大

contig 长度为 46 862 bp,平均长度为 531 bp,N50 为

596 bp,GC 含量 44.7% ,组装结果比较理想。
2. 3　 差异基因表达筛选与分析

以差异表达变化倍数和显著性 P<0.05 为筛选

� 标准,筛选出差异基因 105 个,其中,上调基因 38
个,下调基因 67 个,如表 3 所示,基因表达聚类分析

如图 2 所示。

图 1　 中国青鳉原代肝细胞照片(100 倍)
注:(a)细胞培养开始时;(b)细胞培养 72 h 时。

Fig. 1　 Primary hepatocytes of Oryzias sinensis (100 times)
Note: (a) before cell culture; (b) after 72 h of cell culture.

表 2　 各样本转录组数据结果统计表

Table 2　 Summary of different sample transcriptome sequencing data
样本

Sample

Clean reads 数

Number of clean reads

Reads 覆盖度/%

Reads mapped/%

对照 1 Control 1 60 575 689 89.69

对照 2 Control 2 59 687 368 89.79

0.01 nmol·L-1 E2 54 927 104 89.17

0.1 nmol·L-1 E2 52 225 930 88.81

1 nmol·L-1 E2 60 567 390 89.18

10 nmol·L-1 E2 57 505 374 89.02

100 nmol·L-1 E2 68 498 752 89.16
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图 2　 差异表达基因聚类分析

注:(a)为总体差异表达基因;(b)为上调差异表达基因;(c)为下调差异表达基因。

Fig. 2　 Cluster analysis of differentially expressed genes
Note: (a) total differentially expressed genes; (b) up-regulated differentially expressed genes; (c) down-regulated differentially expressed genes.

2. 4　 差异基因的 GO 和 KEGG Pathway 富集分析

将筛选到的 105 个差异表达基因通过在线分析

网站 DAVID (Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery)分别进行 GO 和 KEGG 富
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集分析,结果如图 3 和图 4 所示。 差异表达基因主

要富集到的生物学过程为雌激素的细胞响应、脂
质运输和代谢、转录调控、蛋白磷酸化、骨骼肌组

织发育、钙离子运输、胞内信号传递、对外来物的

刺激反应、红细胞分化和肌肉收缩。 上调基因主

要富集到的生物学过程为雌激素的细胞响应、脂
质运输、骨骼肌组织发育、对外来物的刺激反应和

肌原纤维组装。 下调基因主要富集到了转录调

控、蛋白磷酸化、跨膜转运、钙离子运输、蛋白泛素

化、红细胞分化和血管发育。 KEGG Pathway 富集

分析显示,差异表达基因主要富集到的生物学过

程为蛋白泛素化降解、MAPK 信号通路和钙离子

信号通路。
2. 5　 标记物基因的浓度效应关系

肝脏中与雌激素相关的基因有 esr1、VTG 家族

� 和 CHG 家族等,ESR1 为雌激素核受体,介导下游

基因表达。 VTG 和 CHG 都由肝脏产生,通过血液

运输到卵巢,对鱼类的繁殖发育有重要影响。 本实

验选取了生物标记基因 esr1、vtg1、vtg2、vtg3、chg-l、
� chg-h 和 chg-hm,以 rpl7 作为管家基因进行 RT-
� qPCR,验证实验方法的可靠性。 将得到的循环数经

2-ΔΔCT 法计算后,通过 SPSS 进行单因素方差分析,
� 实验结果如图 5 所示。 随着 E2 浓度的增加,基因表

达水平显著提高,与转录组测序结果一致。 VTG 家

族对雌激素的响应比 CHG 家族更灵敏,与对照组

相比,雌激素受体 esr1 在 0.1 nmol·L-1 E2 暴露后升

� 高了 2.70 倍,chg-l、chg-h 和 chg-hm 在 0.1 nmol·L-1

E2 暴露后分别升高了 2.08 倍、3.75 倍和 1.84 倍,而
vtg1、vtg2 和 vtg3 在 0.1 nmol·L-1 E2 暴露后时分别

� 升高了 70.81 倍、11.39 倍和 18.68 倍,具有很高的灵

敏度。

3　 讨论(Discussion)
结合胰蛋白酶-EDTA 法和机械分散法处理肝

脏,获得的肝脏细胞分散均匀且损伤小,有别于传统

的单一处理方法。 淡水鱼类细胞培养常用的培养基

为 EMEM,且多用于细胞系培养,RPMI-1640 多用

于悬浮细胞培养,M199 适用范围比较广[22-23],本实

验采用的是 DMEM 高糖无酚红培养基加胎牛血清

的方法,适用于各种原代细胞及细胞系的培养,尤其

适合附着性较差的细胞培养。 原代细胞培养保留了

部分甚至全部体细胞的生理功能特性,广泛应用于

药物测试和毒理学研究等领域。
ER、VTG、CHG 以及脑特异性芳香化酶 B(Ar-

oB)是雌激素暴露的生物标志物,已被广泛用于检测

雌激素内分泌干扰物。 为了寻找其他的雌激素响应

基因,Lam 等[24]通过寡核苷酸微阵列技术获得了雄

性斑马鱼的雌激素响应基因 1 092 个;Levi 等[25]通

过转录组分析研究了斑马鱼肝脏中的雌激素响应基

因并筛选出了 20 个显著差异基因;Hao 等[26]研究了

斑马鱼早期胚胎发育的雌激素响应基因。 本研究筛

选出肝细胞雌激素响应基因 105 个,包含 7 个生物

标记基因 esr1、vtg1、vtg2、vtg3、chg-l、chg-h 和 chg-
hm,7 个报道过的雌激素响应基因 klf3、cxcr3、chia.
1、zgc:154058、nots、fam20c 和 apoebmgll,82 个新发

� 现的雌激素响应基因以及 9 个未命名的基因,这些

新发现的基因表达量显著上调或下调,可以作为新

的生物标记物。

表 3　 上调和下调基因列表

Table 3　 Up and down regulated gene list
个数

Number

基因名

Gene symbol

上调基因

Up-regulated genes
38

atp1b1b、tent5ba、ptpn11a、wfdc2、entpd1、dtbp1、dnm1l、wnk4b、cxcr3、best3、chia.1、trappc10、
bicd2、nots、 rcn3、 plecb、 esr1、 dmd、 zgc:154058、 tmem150a、 ciz1、 pkd1l1、 retreg1、 slc41a1、
fam20c、lmod1b、 zp4、 zp3.2/chg-l、wdr83、 chg-hm、 chg-h、 vtg1、 vtg2、 vtg3、 unknown6、 un-
known7、unknown8、unknown9

下调基因

Down-regulated genes
67

grik4、abcd3、 abcf2a、 anxa5b、 apoeb、 bnip3、 brd2a、 c1orf43、mcu、 camkva、 ccdc88b、 cebp1、
ces3、csdc2、cyth2、ehd2、fbln1、glsa、gramd1c、herc2、hoga1、ift57、igfbp2a、keap1b、klf3、lmo2、
lamp3、mcrs1、mettl13、mgll、mx1、mt-pk、 ncbp2、 ntrk2a、 pak3、 ptgs1、 rbm14a、 rnf32、 rpl15、
rpl27、rsrp1、ryr1a、sat1b、sft2d1、sgms2b、sgsm1b、sh2b1、slc8a4a、srebf2、syf2、tgfbr3、timp2b、
e2f6、trmt44、tspan5、tsr1、ttc14、txndc16、kcnab3、yeats2、ythdf2、mlsl、unknown1、unknown2、
unknown3、unknown4、unknown5
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图 3　 差异表达基因 GO 富集分析

注:(a)为总体差异表达基因;(b)为上调差异表达基因;(c)为下调差异表达基因。

Fig. 3　 GO enrichment analysis of differentially expressed genes
Note: (a) total differentially expressed genes; (b) up-regulated differentially expressed genes; (c) down-regulated differentially expressed genes.
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图 4　 差异表达基因 KEGG 富集分析

Fig. 4　 KEGG enrichment analysis of differentially
expressed genes

　 　 GO 和 KEGG Pathway 分析显示,差异表达基

因主要参与了雌激素响应、脂质运输和代谢、转录调

控、蛋白磷酸化、钙离子运输和信号传递等生物学过

程以及蛋白泛素化降解、MAPK 信号通路和钙离子

信号通路,分子功能富集分析显示差异表达基因主

要与脂质运输代谢和离子运输相关。 Jin 等[27]的研

究证明了雌激素影响肝脏的脂质代谢。 雌激素作用

于肝细胞后,雌激素受体磷酸化程度增加,激活了

MAPK 信号通路,MAPK 通路的激活增强了 Ser-118
和 Ser-167 的磷酸化[28]。 雌激素可以引起内质网钙

离子释放,钙离子可以参与 ERK 通路的活化[29-30]。
ESR1 为雌激素受体,VTG 和 CHG 是卵黄蛋白

和卵壳蛋白的前体,影响鱼类的胚胎和幼体早期发

图 5　 不同浓度雌二醇(E2)暴露下基因表达变化

注:样本数 n=3,与对照组相比,* P<0.05、* * P<0.01。

Fig. 5　 Changes of gene expression in groups with different concentrations of estradiol (E2 )

Note: Number of samples, n =3, * P<0.05 and * * P<0.01 compared to control group.
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育,对雌激素暴露反应敏感,常作为生物标记物[31]。
本实验通过原代肝细胞培养来检测雌激素活性,
RT-qPCR 结果与转录组测序结果一致,证明中国青

鳉原代肝细胞作为检测环境雌激素的实验方法可

行。 esr1、VTG 和 CHG 基因在 0.01 ~ 100 nmol·L-1

� E2 浓度范围内都有很好的剂量效应关系,且 VTG
家族比 CHG 家族对雌激素的响应更灵敏,vtg1 在

� 0.1 nmol·L-1 E2 暴露后升高了 70.81 倍,vtg2 在 100
� nmol·L-1 E2 暴露后升高了 29 227.91 倍。 罗平[32]通

过高效液相色谱法检测地表水中 E2,检出限为 0.04
μg·mL-1;Kovalchuk 等[33]的酵母双杂交实验结果表

明,E2 最低浓度为 1 nmol·L-1时与雌激素受体有相

互作用,Tyler 等[34]通过酶联免疫吸附试验(ELISA)
测定了黑头软口鲦 VTG 的含量,建立了鱼早期发育

阶段的雌激素体内检测体系,E2 暴露浓度为 100 ng
·L-1时,VTG 含量是对照组的 100 多倍。 这些结果

表明,原代细胞培养结合 RT-qPCR 的方法灵敏度

高,对雌激素的响应明显。
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