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三丁基锡对热带爪蟾蝌蚪

甲调基因犿犚犖犃表达的影响

曹庆珍，　朱　攀，　袁　静，　张小利，　刘俊奇，　黄民生，　施华宏
（华东师范大学 环境科学系 上海城市化过程与生态恢复重点实验室，上海　２０００６２）

摘要：用三丁基锡（ＴＢＴ）对热带爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）ＮＦ５１阶段蝌蚪进行４８ｈ和９６ｈ暴

露．结果显示，５０ｎｇ·Ｌ
－１和２００ｎｇ·Ｌ

－１ＴＢＴＣｌ暴露对胚胎的存活率没有影响．５０ｎｇ·Ｌ
－１

ＴＢＴＣｌ暴露组ＴＲβ和ＤＩ３ｍＲＮＡ在蝌蚪尾巴中的表达比对照组增加了１～２．３倍．２００ｎｇ·

Ｌ－１ＴＢＴＣｌ暴露组４８ｈ时，ＴＳＨβｍＲＮＡ在蝌蚪尾巴中的表达比对照组上调了２．０倍．９６ｈ后，

ＴＢＴＣｌ暴露组的ＲＸＲαｍＲＮＡ在脑和尾中的表达均比对照组减少了约０．４倍，而ＲＸＲβｍＲ

ＮＡ在尾巴中的表达上调了５．９倍．９６ｈ后，５０ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴ暴露组 ＭＣＴ８ｍＲＮＡ在尾部的表

达上调了３．２倍，而２００ｎｇ·Ｌ
－１组在脑部的表达是对照组的０．２３倍．ＰＰＡＲγｍＲＮＡ 在

ＴＢＴＣｌ暴露组蝌蚪脑和尾中的表达均比对照组增加了１～２倍．上述结果表明，ＴＢＴ能引起蝌

蚪多个甲调基因 ｍＲＮＡ表达的变化，并具有明显的组织差异性．这些 ｍＲＮＡ涉及到甲状腺激

素的合成、运输、转化和作用等多个过程，表明ＴＢＴ对爪蟾具有甲状腺激素干扰效应．同时，通

过对一些相关ｍＲＮＡ的检测表明，ＴＢＴ可能通过与维甲酸核受体（ＲＸＲ）结合而对蝌蚪产生甲

状腺激素干扰效应．由此可见，分子指标在筛选甲状腺激素干扰物的过程中不仅具有快速灵敏

的特点，而且有助于解析污染物的致毒作用模式．
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０　引　　言

２０世纪６０年代开始，有机锡化合物作为金属有机化合物的一种被广泛应用于杀虫剂、

除草剂、防污漆和聚氯乙烯合成的热、光稳定剂催化剂等．其中用于海洋船体防污的三丁基

锡（ＴＢＴ）涂料最多，它对海洋污损生物具有良好的杀生效果，被称为海洋杀生剂．但它的广

泛运用也造成了全球范围内水域的普遍污染［１］，世界各地的海水、底泥和生物中都发现了有

机锡化合物的存在［２］．

大量调查资料表明，ＴＢＴ在环境中仅处于１～２ｎｇ·Ｌ
－１的极低质量浓度水平，就会对

海洋浮游生物、软体动物和某些鱼苗等敏感的水生生物产生慢性和急性毒性［３］．ＴＢＴ对生

物的毒性作用主要包括免疫毒性、生殖毒性和神经毒性等，并会通过食物链的富集影响生态

系统［４］．同时，ＴＢＴ还是一种典型的环境内分泌干扰物，其最显著的特征是能引起腹足类的

性畸变现象［５，６］．环境中许多化学污染物可以影响生物体甲状腺激素（ＴＨｓ）的合成、分泌、

运输、作用和代谢等过程，这类污染物被统称为甲状腺激素干扰物（ＴＤＣｓ）．本课题组前期

研究发现，环境浓度的ＴＢＴ（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）能对非洲爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊）幼蛙甲状

腺组织结构造成严重损伤，表明 ＴＢＴ是一种潜在的甲状腺激素干扰物
［７］．然而，人们对

ＴＢＴ的甲状腺激素干扰机制还知之甚少．

两栖类变态发育过程是由甲状腺激素专门调控的．甲状腺激素进入靶细胞后与甲状腺

激素核受体（ＴＲ）结合为复合物，然后与变态相关的靶基因的ＴＲ反应元件（ＴＲＥ）作用，调

控靶基因的表达并最终影响变态发育的过程［８］，这些在变态过程中受甲状腺激素调节的基

因被称为甲调基因．因此，甲调基因可以作为筛选甲状腺干扰物的有效分子标志物，同时还

可用于分析污染物的致毒作用模式．

热带爪蟾（犡．狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）是发育生物学中一种新的模式动物，由于个体小、生活周期短

和基因组结构简单而较非洲爪蟾更有研究优势．本文以热带爪蟾蝌蚪为模型，通过环境浓度

ＴＢＴ短期暴露，检测ＴＢＴ对蝌蚪的甲调基因及其他相关基因的 ｍＲＮＡ的影响，确定ＴＢＴ

的甲状腺激素干扰效应，并探讨其可能的干扰致毒作用模式，同时，为运用热带爪蟾快速筛

选环境甲状激素干扰物提供科学依据．
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第６期 曹庆珍，等：三丁基锡对热带爪蟾蝌蚪甲调基因ｍＲＮＡ表达的影响

１　材料与方法

１．１　试剂

氯化三丁基锡（ＴＢＴＣｌ；ＣＡＳ：１４６１２２９；９７％）购自 Ｍｅｒｃｋ公司；二甲基亚砜（ＤＭ

ＳＯ）购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；Ｔｒｉｚｏｌ裂解液和ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ，

Ｔａｋａｒａ）购自上海皓嘉科技发展有限公司；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ

（Ｆｅｒｍａｎｔａｓ）购自深圳中晶生物有限公司；引物由上海赛百盛基因技术有限公司合成．

１．２　胚胎的获取和蝌蚪的饲养

挑选性成熟热带爪蟾１４对，采用人工注射ｈＣＧ的方法诱导产卵．每只爪蟾都进行２次

注射，待蛙抱对产卵结束后收集胚胎，将产卵较好的３对蛙的胚胎混合，待其孵化后饲养至

ＮＦ５１阶段．蝌蚪饲养条件如下：室温２５℃，明暗周期１２ｈ／１２ｈ；自来水经活性炭和微孔过滤

系统处理后进入养殖箱循环，硬度１５０～２５０ｍｇ·Ｌ
－１（ＣａＣＯ３），余氯浓度低于３μｇ·Ｌ

－１，ｐＨ

７．０～８．０，溶解氧浓度高于５ｍｇ·Ｌ
－１．挑选达到ＮＦ５１阶段发育良好的蝌蚪用于实验．

１．３　暴露实验

根据Ｎｉｅｕｗｋｏｏｐ等（１９５６）的方法判断蝌蚪的发育阶段，在５Ｌ的玻璃缸（２０ｃｍ×

２０ｃｍ×２０ｃｍ）内加４Ｌ经活性炭和微孔过滤系统处理过的自来水，每缸放２０只ＮＦ５１阶

段的蝌蚪．ＴＢＴＣｌ用ＤＭＳＯ助溶，暴露浓度为５０ｎｇ·Ｌ
－１和２００ｎｇ·Ｌ

－１，对照组加等量的

ＤＭＳＯ．温度和光照同上，每天早、中和晚各喂鱼饲料（惠弘水族开发有限公司）一次．实验共

设１个对照组和２个暴露组．每组４缸，共１２缸，每天半换液１次，分别在４８ｈ和９６ｈ取样

分析．

１．４　ＲＮＡ的提取

分别在４８ｈ和９６ｈ从每缸取５只蝌蚪，将脑部或尾部组织分别合并，各取约０．１ｇ作

为１个样品．在０．１ｇ组织中加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ裂解液并匀浆，在匀浆液中加入２００μＬ氯仿

抽提ＲＮＡ；静止５ｍｉｎ后再在４℃下经１２０００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心１５ｍｉｎ，移取上清液，加入

５００μＬ异丙醇沉淀ＲＮＡ；再次冷冻离心后去上清液，取底部ＲＮＡ沉淀，再加入７５!

乙醇

１ｍＬ清洗２～３次．最后室温下自然晾干ＲＮＡ１０ｍｉｎ，加２０μＬ的ＤＥＰＣ水溶解ＲＮＡ，

－７０℃保存．

１．５　ｃＤＮＡ的合成

在ＲＮＡ／ＤＮＡ定量分析仪上测ＲＮＡ的光吸收值，检测其纯度．根据２６０ｎｍ处的光吸

收值计算进行逆转录时加入ＲＮＡ的体积．加入等量ＲＮＡ后再加入ＤＥＰＣ水至１１μＬ，然

后加入１μＬ的ＯｌｉｇｄＴ混匀，放到ＰＣＲ仪中７２℃变性５ｍｉｎ．暂停，取出置于冰上２ｍｉｎ．在

超净工作台上每个样品中依次加入４μＬ逆转录缓冲液、２μＬｄＮＴＰ、１μＬ逆转录酶和１μＬ

逆转录酶抑制剂，制备混合液，然后在每个ＰＣＲ管中加入８μＬ混合液，混匀后放到ＰＣＲ仪

中继续进行逆转录，设置３７℃５ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ，１０℃暂时保存等程序．最

后，取出保存于－４０℃．

１．６　实时定量ＰＣＲ

用ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ荧光染料进行实时定量ＰＣＲ．引物是用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０软件进行

设计（见表１），然后委托上海赛百盛基因技术有限公司合成．目的基因（ＴＲα，ＴＲβ，ＤＩ２，

ＤＩ３，ＴＳＨβ，ｂ／ｚｉｐ，ＲＸＲα，ＲＸＲβ，ＲＸＲγ，ＭＣＴ８和ＰＰＡＲγ）和内参基因（ＥＦ１α）的扩增效率
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基本一致，犈＞９９％，犚
２
＞０．９８５．

表１　热带爪蟾 （犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）蝌蚪甲调基因引物列表

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｇｅｎｅｓｐｒｉｍｅｒｓｏｆ犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｔａｄｐｏｌｅｓ

基因 上游引物序列 下游引物序列 基因编号 大小／ｂｐ

ＴＲα ＣＧＴＣＧＣＡＣＣＡＴＣＣＡＧＡＡＧＡ ＣＡＧＣＣＡＴＣＧＴＡＣＴＴＧＣＡＴＧＡＡ ＮＭ＿００１０４５７９６．１ ５６

ＴＲβ ＴＧＴＧＣＣＴＧＣＧＧＣＴＡＣＣＡ ＣＡＣＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡＴＣＧＴＴＧＣＡ ＮＭ＿００１０４５８０５．１ ５６

ＤＩ２ ＣＡＡＴＧＧＣＧＣＣＧＡＡＴＧＣ ＣＣＡＡＴＡＧＧＡＡＧＣＴＧＴＴＣＣＡＣＡＣＡ ＮＭ＿００１１９７２３２．１ ６１

ＤＩ３ ＧＧＧＣＡＣＣＧＧＣＣＡＴＧＴ ＣＴＴＴＣＣＴＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＣＡＡＴＧ ＮＭ＿００１１１３６６７．１ ６０

ＴＳＨβ ＡＴＡＴＡＴＣＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＴＧＡＣＣＡＴＴＣ ＴＧＧＧＴＡＧＧＡＡＡＡＧＡＧＣＧＧＡＴＴ ＸＭ＿００２９４２７８９．１ ６７

ｂ／ｚｉｐ ＣＴＧＧＧＡＣＡＡＧＡＧＡＣＧＣＡＡＧＡＡＣ ＣＣＧＧＣＧＣＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡ ＸＭ＿００２９３９１１０．１ ５８

ＲＸＲα ＴＣＡＴＧＴＣＣＡＣＧＣＣＡＧＡＡＡＡＡ ＣＣＧＡＣＡＡＴＧＣＴＧＡＣＡＡＣＧＡＴ ＮＭ＿００１０７９１９５．１ ６６

ＲＸＲβ ＣＧＧＴＧＴＧＡＧＧＴＧＡＣＣＧＴＡＡＧＡ ＧＡＴＧＣＧＣＴＧＧＣＡＧＣＡＡＡ ＮＭ＿００１０１５９３７．２ ５６

ＲＸＲγ ＴＧＡＡＧＣＧＧＧＡＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＧ ＣＣＧＣＣＴＣＧＧＴＧＴＣＡＣＴＣＴ ＸＭ＿００２９３３７５３．１ ６０

ＭＣＴ８ ＧＣＴＡＧＣＣＡＴＧＧＧＡＡＴＧＡＴＣＴＴＴＴ ＧＣＡＧＣＣＧＡＧＴＣＴＧＴＣＴＧＴＧＡ ＸＭ＿００２９３１８２７．１ ６７

ＰＰＡＲγ ＣＣＣＧＣＧＡＧＴＴＣＣＴＣＡＡＧＡＧ ＣＧＡＡＣＴＴＧＧＧＣＴＣＣＡＴＧＡＡ ＸＭ＿００２９４３７２６．１ ６０

ＥＦ１α ＧＧＧＣＡＡＧＧＧＣＴＣＣＴＴＣＡ ＣＧＣＴＣＧＧＣＣＴＴＣＡＧＴＴＴＧＴ ＮＭ＿００１０１６６９２．２ ５４

　　将ｃＤＮＡ稀释到同一浓度５０ｎｇ·Ｌ
－１，再制备ＰＣＲ混合液．按样品的量制备混合液，

依次加入ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（Ｔａｋａｒａ，含有 ＤＮＡ聚合酶、Ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ和ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＩ

等试剂）１０μＬ、上游引物０．４μＬ、下游引物０．４μＬ、ＲＯＸ校正液０．４μＬ和ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水

６．８μＬ．然后，按照实验设计小心加入１８μＬ混合液到每个八联管加样孔中．最后，每个孔中

加入２μＬ的ｃＤＮＡ，混匀．加样完毕盖好管盖，按顺序放入７３００型实时荧光定量ＰＣＲ仪

（ＡＢＩ公司）中，然后设定程序：第一步，９５℃３０ｓ；第二步，４０个循环：９５℃５ｓ，６０℃３１ｓ．

最后运行程序即可．

１．７　数据统计与分析

本实验采用２－△△ＣＴ方法比较浓度组的样品和对照组的样品目标基因之间的相对表达

差异，数据以平均值±标准差表示，狀＝４．然后用ＳＰＳＳ１６．０软件中的ＡＮＯＶＡ中的 ＨＳＤ

Ｔｕｋｅｙ检验方法进行差异分析，然后用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．０作图．

２　结果与讨论

２．１　ＴＢＴＣｌ对ＴＲα、βｍＲＮＡ的影响

４８ｈ和９６ｈ后，对照组和暴露组蝌蚪的存活率均为１００％．暴露组ＴＲαｍＲＮＡ在尾部

的表达比对照组有明显的增加，５０ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ暴露组ＴＲβｍＲＮＡ在尾巴的表达比对

照组增加了的１～２倍（见图１）．

本课题组前期研究发现，环境浓度的ＴＢＴ（２５ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ）能对非洲爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊

犾犪犲狏犻狊）幼蛙甲状腺组织结构造成严重损伤，表明ＴＢＴ是一种潜在的甲状腺激素干扰物
［５］．

这些ｍＲＮＡ涉及到甲状腺激素的合成、运输、转化、合成和代谢等多个过程．其中，ＴＲ是甲

状腺信号途径中的关键分子，爪蟾的ＴＲ有α和β两种亚型，在不同的发育阶段表达水平不

同，并且其表达水平与甲状腺激素水平密切相关［９］．污染物能通过影响甲状腺激素水平或其

它途径引起ＴＲｍＲＮＡ表达发生变化，ＴＲｍＲＮＡ的表达水平是评价甲状腺干扰作用的重

要分子标志物．已有研究表明，四溴双酚 Ａ是典型的甲状腺激素干扰物，能上调非洲爪蟾
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ＴＨ基因的表达
［１０］，本实验结果也表明，ＴＢＴ能诱导蝌蚪尾巴中ＴＲα、βｍＲＮＡ的上调，而

对脑部ＴＲｍＲＮＡ的表达没有明显影响．这一方面说明ＴＢＴ能干扰ＴＲｍＲＮＡ的表达，另

一方面说明这种干扰作用具有组织差异性．

注：表示犘＜０．５，表示犘＜０．０１

图１　ＴＢＴ对热带爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）蝌蚪（ＮＦ５１）脑和尾巴ＴＲα和ＴＲβｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎｏｎＴＲαａｎｄＴＲβｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｓａｎｄｔａｉｌｓｏｆ

犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｔａｄｐｏｌｅｓ

２．２　ＴＢＴＣｌ对脱碘酶ｍＲＮＡ的影响

４８ｈ后，５０ｎｇ·Ｌ
－１的ＴＢＴＣｌ暴露组ＤＩ２和ＤＩ３ｍＲＮＡ在脑部和尾巴的表达比对照

组均有不同程度的增加，在脑部的表达与对照组相比上调了１．１倍，在尾部则上调了１．２～

２．３倍．９６ｈ后，２００ｎｇ·Ｌ
－１的ＴＢＴＣｌ暴露组的ＤＩ３ｍＲＮＡ在尾巴的表达比对照组增加

了３．０倍（见图２）．

脱碘酶（ＩＤｓ）是ＴＨｓ在动态循环过程中非常重要的一类酶，它能够催化体内ＴＨｓ脱碘

转化过程，调控甲状腺激素的合成和转运．本实验结果显示，５０ｎｇ·Ｌ
－１的ＴＢＴ对蝌蚪的脑

部和尾巴的ＤＩ２和ＤＩ３ｍＲＮＡ均有不同程度的诱导作用．尤其在９６ｈ暴露后，２００ｎｇ·

Ｌ－１的ＴＢＴＣｌ暴露组ＤＩ３ｍＲＮＡ在尾巴的表达比对照组增加了３．０倍．这说明ＴＢＴ对脱碘

酶基因具有诱导作用，特别是在尾巴部位诱导最明显，可能影响蝌蚪尾巴以后的生长和吸收．

２．３　ＴＢＴＣｌ对ＴＳＨβ和ｂ／ｚｉｐｍＲＮＡ的影响

４８ｈ后，ＴＳＨβｍＲＮＡ在２００ｎｇ·Ｌ
－１的ＴＢＴＣｌ暴露组的蝌蚪尾中的表达比对照组增加了

２．１倍，与其在５０ｎｇ·Ｌ
－１的ＴＢＴＣｌ暴露组的蝌蚪脑部表达是一致的．９６ｈ后，ＴＳＨβｍＲＮＡ在

２００ｎｇ·Ｌ
－１的ＴＢＴＣｌ暴露组在蝌蚪脑部的表达则比对照组减少了０．５３倍；２００ｎｇ·Ｌ

－１的

ＴＢＴＣｌ暴露组的ｂ／ｚｉｐｍＲＮＡ在脑部和尾巴中的表达均比对照组减少了０．５１倍（见图３）．

９６



华东师范大学学报（自然科学版） ２０１１年

注：表示犘＜０．５，表示犘＜０．０１，表示犘＜０．００１

图２　ＴＢＴ对热带爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）蝌蚪（ＮＦ５１）脑和尾巴ＤＩ２和ＤＩ３ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎｏｎＤＩ２ａｎｄＤＩ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｓａｎｄｔａｉｌｓｏｆ

犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｔａｄｐｏｌｅｓ

注：表示犘＜０．５，表示犘＜０．０１，表示犘＜０．００１

图３　ＴＢＴ对热带爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）蝌蚪（ＮＦ５１）脑和尾巴ＴＳＨβ和ｂ／ｚｉｐｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎｏｎＴＳＨβａｎｄｂ／ｚｉｐｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｓａｎｄｔａｉｌｓｏｆ

犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｔａｄｐｏｌｅｓ

０７
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　　促甲状腺素（ＴＳＨ）能够刺激甲状腺分泌甲状腺激素，但同时又受到机体甲状腺激素水

平的反馈调控；ｂ／ｚｉｐ是一种与变态相关的ＴＲ靶基因反应元件．有研究显示，ＴＳＨ和ｂ／ｚｉｐ

的ｍＲＮＡ表达可以作为检测甲状腺干扰干扰效应的分子标志物
［１１，１２］．Ｈｅｌｂｉｎｇ等研究了爪

蟾蝌蚪脑中ＴＳＨｍＲＮＡ表达，结果发现，Ｔ４和Ｔ３暴露不同程度地抑制了ＴＳＨｍＲＮＡ的

表达［１３］；Ｏｐｉｔｚ等发现另一种甲状腺抑制剂———乙撑硫脲（ＥＴＵ，２５ｍｇ·Ｌ
－１和５０ｍｇ·

Ｌ－１）可明显增强爪蟾脑中 ＴＳＨ ｍＲＮＡ的表达
［１４］．本实验结果显示，ＴＢＴ对蝌蚪尾巴中

ＴＳＨβｍＲＮＡ有诱导作用，对蝌蚪脑部ＴＳＨβｍＲＮＡ有抑制作用；对ｂ／ｚｉｐｍＲＮＡ在脑部

和尾中都有明显抑制作用，表明ＴＢＴ可能改变了蝌蚪的甲状腺激素水平．

２．４　ＴＢＴＣｌ对ＲＸＲｍＲＮＡ的影响

４８ｈ后，ＲＸＲγｍＲＮＡ在２００ｎｇ·Ｌ
－１的ＴＢＴＣｌ暴露组在蝌蚪脑中的表达比对照组减

少了０．４８倍．９６ｈ后，ＴＢＴＣｌ暴露组的ＲＸＲαｍＲＮＡ在脑和尾中的表达均比对照组减少

了约０．４倍，２００ｎｇ·Ｌ
－１的ＴＢＴＣｌ暴露组的ＲＸＲβｍＲＮＡ则在脑部表达比对照组减少了

０．５１倍，而在尾巴中表达则比对照组增加了５．９倍（见图４）．

注：表示犘＜０．５，表示犘＜０．０１，表示犘＜０．００１

图４　ＴＢＴ对热带爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）蝌蚪（ＮＦ５１）脑和尾巴ＲＸＲｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎｏｎＲＸＲｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｓａｎｄｔａｉｌｓｏｆ

犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｔａｄｐｏｌｅｓ

ＲＸＲｓ是维生素Ａ衍生物９顺视黄酸的核受体，可与ＴＲ形成ＴＲＲＸＲ异二聚体．有

研究认为甲状腺激素的作用是通过异二聚体中ＴＲ成分激活转录的，在此过程中ＲＸＲ是一

个沉默的伴侣（ｓｉｌｅｎｔｐａｒｔｎｅｒ）
［１５］．但也有研究显示，ＲＸＲ不是沉默伴侣，可以通过结合其配

体调节 ＴＲＲＸＲ的活性，从而影响两栖类的变态发育
［１６］．Ｎｉｓｈｉｋａｗａ等

［１７］指出 ＴＢＴ与

ＲＸＲ具有极强的结合能力．Ｉｗａｍｕｒｏ研究表明，抗甲状腺激素干扰物双酚Ａ能下调ＲＸＲγ
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基因的表达［１８］．本文结果也表明，２００ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ暴露组对蝌蚪脑中ＲＸＲβ和γｍＲ

ＮＡ的表达有抑制作用，说明ＴＢＴ可能通过与ＲＸＲ受体结合而干扰了甲状腺信号通路．

２．５　ＴＢＴＣｌ对ＰＰＡＲγ和 ＭＣＴ８ｍＲＮＡ的影响

４８ｈ和９６ｈ后，２００ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ暴露组ＰＰＡＲγｍＲＮＡ在蝌蚪脑和尾巴中的表达

比对照组均增加了１～２倍．４８ｈ后，ＴＢＴＣｌ暴露组 ＭＣＴ８ｍＲＮＡ在蝌蚪脑部的表达比对

照组明显增加，上调了１～２．３倍，而在尾巴中没有变化；９６ｈ后，２００ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ暴露

组 ＭＣＴ８ｍＲＮＡ在脑部的表达是对照组的０．２３倍，而其在５０ｎｇ·Ｌ
－１ＴＢＴＣｌ暴露组尾

中的表达比对照组增加了３．２倍（见图５）．

注：表示犘＜０．５，表示犘＜０．０１，表示犘＜０．００１

图５　ＴＢＴ对热带爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊）蝌蚪（ＮＦ５１）脑和尾巴ＰＰＡＲγ和 ＭＣＴ８ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎｏｎＰＰＡＲγａｎｄＭＣＴ８ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｓａｎｄｔａｉｌｓｏｆ

犡犲狀狅狆狌狊狋狉狅狆犻犮犪犾犻狊ｔａｄｐｏｌｅｓ

过氧化物酶体增殖物激活受体（ＰＰＡＲｓ）是调节目标基因表达的核内受体转录因子超

家族，可与ＲＸＲ结合形成异二聚体ＰＰＡＲＲＸＲ
［１９］．在本实验中ＰＰＡＲγｍＲＮＡ在４８ｈ和

９６ｈ暴露后，在蝌蚪脑和尾巴中比对照组均有明显增加，进一步表明ＴＢＴ有可能与ＲＸＲ

相结合．ＭＣＴ８是细胞间转运甲状腺激素的特殊蛋白
［２０，２１］．暴露组 ＭＣＴ８ｍＲＮＡ在尾巴中

也有明显增加，表明ＴＢＴ能够引起甲状腺激素向细胞转运的过程．

３　结　　论

本文运用ＴＢＴ对热带爪蟾ＮＦ５１阶段蝌蚪进行短时间暴露．结果表明，ＴＢＴ能引起蝌

蚪头部和尾部多个甲调基因ｍＲＮＡ表达的变化，但ｍＲＮＡ的表达具有明显的组织差异性．

这些ｍＲＮＡ涉及到甲状腺激素的合成、运输、转化、合成和代谢等多个过程，表明ＴＢＴ对爪
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蟾具有甲状腺激素干扰效应．同时，通过对一些相关基因ｍＲＮＡ的表达的检测表明ＴＢＴ可

能通过与ＲＸＲ结合而对蝌蚪产生甲状腺激素干扰效应．由此可见，分子指标在筛选甲状腺

激素干扰物的过程中不仅具有快速灵敏的特点，而且有助于解析污染物的致毒作用模式．
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