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环境激素壬基酚对长牡蛎免疫相关基因表达的

影响研究
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" #! 壬基酚 （Nonylphenol，NP） 是一种典型的环境内分泌干扰物，具有高亲脂性、难降解性、生物蓄积性和高毒性，其

广泛应用引起的环境污染问题越发严重。本研究选取长牡蛎 （+"#$$%$&"'# )*)#$） 为研究对象，关注壬基酚暴露后长牡蛎免疫

相关基因的转录表达变化，以探索壬基酚暴露对海洋贝类免疫系统的影响。实验结果表明：长牡蛎的抗氧化酶 （SOD、CAT

和 GPX）、热休克蛋白 （Heatshockproteins，HSP） 以及 NF-!B蛋白家族有关基因在壬基酚刺激后的表达显著提高。实验初

步证明了壬基酚刺激可显著影响长牡蛎免疫相关基因的表达，为以后结合病原刺激实验解析贝类大规模死亡原因打下基础；

另一方面，也可为明晰海洋贝类壬基酚胁迫响应机制提供参考。
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壬基酚 （Nonylphenol，NP） 是一类被广泛用

于家用洗涤剂和农药制剂的环境激素[1-2]。因其具

有雌激素效应，可模拟体内的雌激素并与雌激素受

体结合，从而干扰生物内分泌代谢并引起毒性效

应[3]。研究表明，壬基酚的持续暴露会影响贝类及

鱼类生殖活力，使长牡蛎精子活力减弱；增加剑尾

鱼 （!"#$%#$%&'( )*++*&""） 卵黄生成素的表达，促

进其睾丸细胞的凋亡[4-5]。

长牡蛎 （,&-((%(.&*/ 0"0-(） 是深受喜爱的海水

养殖贝类，为人们提供了大量的优质蛋白 #$%。然

而，近年来长牡蛎深受病害引起的大规模死亡事件

的困扰，给长牡蛎养殖业造成了巨大的经济损失[7-8]。

尽管有报道称病毒感染可能是长牡蛎死亡的原因之

一[9-10]，但不可否认的是，各种环境因素在长牡蛎

大规模死亡过程中发挥着不可忽视的作用。壬基酚

广泛存在于水环境中，具有内分泌干扰作用，持续

暴露可能会影响软体动物的免疫系统，从而使它们

更容易受到病原感染而死亡。研究表明，壬基酚会

对贝类的免疫系统产生影响。例如壬基酚刺激可显

著降低贻贝 （12."+'( 0-++%#&%3"45"-+"(） 血细胞溶酶

体膜的稳定性[11]。壬基酚还可影响菲律宾蛤仔

（6-#7( #8"+"##"4-&'9） 的免疫调节及诱导细胞凋

亡[12]。然而，关于壬基酚对贝类免疫相关基因表达

影响的研究还很有限，仍需进一步地探究。

因此，为了探索壬基酚刺激对贝类免疫系统的

影响，以长牡蛎作为研究对象，通过实时定量荧光

PCR的方法检测了不同浓度壬基酚暴露后，长牡蛎

多个免疫相关基因的表达的变化。研究结果初步证

实长牡蛎免疫相关基因参与壬基酚胁迫的响应，同

时也为后续壬基酚对水生动物毒性机制以及养殖长

牡蛎大规模死亡机制的解析奠定了基础。

1 材料方法

1.1 !"#$%&'()*+,!"

实验用长牡蛎购于山东省烟台市长岛某水产养

殖场，平均壳高为 68mm。实验开始前，养殖于室

内 50L的玻璃缸中，加满经过滤且不断充气的海水

（18± 0.5!C），暂养 10天以上。使用二甲基亚砜

（Dimethylsulfoxide，DMSO） 制备壬基酚 （Sigma，

USA） 的储备液 （1mg/mL），用海水稀释至实验设

定浓度。实验用长牡蛎共 150只，随机分为三组：

第一组为对照组，不做任何处理；第二组和第三组

分别暴露于 20!g/L和 100!g/L的壬基酚溶液中。

实验期间每天定时投饵，更换海水，换水后重新添

加壬基酚储备液至设定浓度。分别于壬基酚暴露后

的 0d、12h、24h、2d、3d、4d、5d和 7d每组

引物名称 序列 （5'-3'） 用途

!"#$"%&" '()*'**''((*)(*'*'('''( +,)#-*,

!"#."%&, )**('*()')))*)))(*(')() &'()*+'

*/012%+,)%" ))()*'(((('('))''(((') &'()*+'

*/012%+,)%, ()(*)*)))())(''(((()) &'()*+'

*/*')%+,)%" **''*''*)'*))*(*)('(() &'()*+'

*/*')%+,)%, (()((()()*(('()''('( &'()*+'

*/(-3%+,)%" ('))****)()''**'())*( &'()*+'

*/(-3%+,)%, **())('*')*(**)'))*** &'()*+'

*/40-567+,)%" ''*(()')**)('')()()* &'()*+'

*/40-58#+,)#, *))*)*()*))**)(*))( &'()*+'

*/40-9:%+,)%" *('((''(*'(''(*'('( &'()*+'

*/40-9:%+,)%, ')()*'**'('*(())'(')'* &'()*+'

*/,;<.%+,)%" (*)'*('()()('(((('(')*' &'()*+'

*/,;<.%+,)%, ((('''*)(')('*())(()()* &'()*+'

*/,;<=%+,)%" (*')**'*'**'))*()** &'()*+'

*/,;<=%+,)%, *'*'))**'(**))*'))')*) &'()*+'
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随机选取 3只长牡蛎取其鳃组织，液氮速冻后于

-80!C冰箱保存。

1.2 !"#$%&RNA'()*+,-cDNA./

使用总 "#$ 提取试剂盒 （%&'()*(+ ,-&('） 提

取长牡蛎鳃组织的总 ".$，利用琼脂糖凝胶电泳

检测和 $/0123451 (6 的比值确定所提取 ".3 的

质量，使用 78&6*9:8&;< "% 试剂盒 （%'='8' >&?+

@';'(） 进行第一链 :A.3 的合成。上述实验步骤

均按照试剂盒说明书进行。

1.3 !"#01234567869:

利用实时定量荧光 PCR（qRT-PCR） 检测长

牡蛎免疫相关基因的表达情况。实验用引物序列见

表1。qRT-PCR程序如下：95!C，3min；95!C，5s；

55!C，15s；72!C，30s；共 40个循环。选择

EF-1! （GenBank登录号：AB122066） 作为内参基

因，利用 2-""Ct方法计算基因的相对表达量。

1.4 ;<=>?

使用 SPSS16.0对数据进行单因素方差分析

（One-wayANOVA），结果以平均值 ± 标准差 （N

=3） 表示，当 ! <0.05时表示存在显著差异。

2 实验结果

2.1 !"#@ABC2345DE4FGHIJ

678

本研究关注长牡蛎三个抗氧化酶：超氧化物歧

化酶 （Superoxidedismutase，SOD）、过氧化氢酶

（Catalase，CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶 （Glutathione

peroxidase，GPX） 相关基因在不同浓度壬基酚暴

露后的表达。

实验结果显示 （图 1（a）），当使用 20#g/L的

壬基酚刺激后，长牡蛎 "#$%& 基因表达相对稳定，

在实验前 5d，其表达量的变化不大，仅在实验的

5d和 7d出现小幅度的上升。当壬基酚的浓度升高

至100#g/L时，'($)& 表达量在刺激后的 12h就

出现较为显著的上调，在 5d时 '($)&的表达量达

到最大值。长牡蛎过氧化氢酶基因'('*+ 对壬基

酚刺激的响应更为明显 （图 1（b））），不同浓

度壬基酚暴露后呈现出较为相似的表达模式。

'('*+ 的表达在刺激 12h后就出现明显的上调，

在 5d达到最大值。与此同时，研究发现：较高浓

度壬基酚刺激后 '('*+ 表达量的变化幅度小于低

浓度。谷胱甘肽过氧化物酶基因 '(,-. 的表达变

化结果显示 （图 1（c）），壬基酚刺激后，'(/-. 的

表达量呈现较为明显的变化，在高浓度壬基酚刺激

后 '(,-. 的表达量的变化幅度更大。低浓度壬基

酚刺激 12h后，'(,-. 表达量显著上调，而在高

浓度暴露 24h后，'(,-. 表达量才呈现较为显著

的增加，'(,-. 表达量的最高值均出现在刺激后

的 5d。
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热休克蛋白家族 （Heatshockproteins，HSPs）

是细胞在某些环境因素或应激条件刺激下形成的

一类具有分子伴侣特性的蛋白质，在生物体响应

生物或非生物胁迫过程中发挥关键作用。本研究

中，长牡蛎两个 HSP基因 !"#$%&' 和 !"($%)'

在壬基酚刺激后的 mRNA的表达情况如图所示

（图 2）。从结果可看出，长牡蛎 !"($%&' 基因在

壬基酚刺激后呈现出较为显著的变化。在高浓度壬

基酚刺激时，!"($%&' 表达量升高的幅度较大，

且在 5d处于最高值。在壬基酚刺激后的大部分时

间里，!"($%)' 基因表达略有下降，5d后表达有

所升高，达到最大值。总体而言，!"($%&' 对壬

基酚刺激的响应更为明显，其表达量的变化幅度也

更大。

2.3 !"# NF-!B56*789)*+,)-.

/01234

核转录因子 NF-!B是免疫系统机制的活化

剂，在生物应对环境刺激时发挥关键作用。在本

研究中长牡蛎中的两个 Rel基因 !"*+,- 和 ."*+,/

在壬基酚刺激后的响应情况如图 3所示。不同浓

度的壬基酚刺激下 !"*+,- 基因呈现出不同的表达

模式。当使用 20"g/L壬基酚刺激时，!"*+,- 基

因的表达在 3d之前无明显变化，在 4-7d表达量

呈下调趋势。当壬基酚的浓度为 100"g/L时，

!"*+,- 基因在各时间点呈上调表达，在 5d上调最

为明显。!"*+,/ 的表达大体上呈现的是先下降后

上升的表达模式，在壬基酚暴露 5d时 !"*+,/ 的

表达量达到峰值。
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注：以 012-! 基因为内参基因，0h样品为对照样品。竖条表示均

值 ± SD（N=3），不同字母表示差异显著 （3 <0.05）
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值 ± SD（N=3），不同字母表示差异显著 （3 <0.05）
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3 讨论

水产养殖动物为人们提供了大量优质蛋白质，

但是病害问题的频发严重影响水产养殖产业的发展。

研究显示，水产动物病害的发生往往是病原、宿主

与环境相互作用的结果[8,13]。环境因素在病原宿主

互作过程中发挥的重要作用引起研究者的关注。壬

基酚作为水环境中广泛存在的环境激素，必然会对

海水养殖贝类的多个生理过程产生影响。本研究关

注壬基酚对长牡蛎的免疫系统的影响，研究壬基酚

暴露后对长牡蛎免疫相关基因的表达进行探究。

抗氧化酶在机体清除体内多余的活性氧

（ROS） 以保护自身免受氧化损伤，以及先天免疫

防御反应中发挥着关键作用[14-15]。本研究利用

qRT-PCR技术测定了长牡蛎 !"#$%、 !"!&'、

!"()* 多个抗氧化酶基因在不同浓度壬基酚刺激

下的表达情况。结果显示，在 20!g/L壬基酚刺激

时，+",$% 的表达未发生大幅度的变化，这可能

是由于长牡蛎抗逆性较强，面对低浓度的壬基酚刺

激时不需要调动大量超氧化物歧化酶对外界刺激做

出响应。然而当壬基酚浓度达到 100!g/L时，

+",$% 的表达则出现明显的上升，推测此时高浓

度的壬基酚刺激引起长牡蛎体内 ROS的大量释放，

长牡蛎需要产生大量超氧化物歧化酶从而调节体内

超氧阴离子自由基 （O2-） 含量，以维持体内的动

态平衡。

当前，对于贝类 CAT基因克隆及其功能鉴定

的结果表明，CAT基因在贝类环境胁迫过程中发

挥重要作用。例如，在栉孔扇贝 （+-./012 3/44546）

中，+3+&' 在抗鳗弧菌刺激过程中发挥了关键作

用[16]；长牡蛎 +"+&' 可能参与了机体应对金属镉

胁迫，在机体代谢和保护细胞免受损伤过程中至关

重要[17]。本研究测定了长牡蛎 +"+&' 基因在壬基

酚暴露后的表达情况。结果发现，在暴露后第 1天

+"+&' 表达量即显著增加。但是在高浓度 100

!g/L壬基酚刺激时，+"+&' 表达量的变化幅度低

于低浓度的变化。推测在低浓度壬基酚刺激时，

+"+&' 可能参与多个生理过程以响应壬基酚的胁

迫，因此变化较为显著。而高浓度壬基酚刺激后，

+"+&' 变化量反而低于低浓度，可能是因为在高

浓度壬基酚刺激时，长牡蛎启用其他的信号通路或

效应分子以应对壬基酚胁迫，因此 +"+&' 表达量

反而低于低浓度的表达。当然，这仍需要更进一步

的实验来支持该假设。

研究表明，长牡蛎 +"()* 基因表达在金属镉

刺激后其表达量显著升高[17]。本研究关注的第三个

抗氧化酶基因"谷胱甘肽过氧化物酶在壬基酚胁迫

后的在长牡蛎体内的转录水平的变化结果显示，在

不同浓度壬基酚刺激后，长牡蛎 +"()* 表达量均

表现出显著的变化，并且在高浓度刺激时，+"()*

表达量的变化幅度较大，推测谷胱甘肽过氧化物酶

作为一种关键的抗氧化酶，可能直接参与了长牡蛎

抗壬基酚胁迫的过程中。

HSP是存在于细胞中的一种主要的分子伴侣，

在细胞的生长发育、代谢分化、基因转录和环境适

应性方面发挥着重要作用，其最主要的功能是帮助

错误折叠蛋白回到原来的状态，维持细胞的稳态，

参与生物体响应外界的不良刺激如热激，病原体感

染等，也在生物体应对非生物胁迫 （如高温、缺

氧、重金属胁迫） 等过程中发挥着关键作用[18]。在

HSP蛋白家族中，HSP70的研究最为深入。当生

物体处于高温、重金属等逆境中时，HSP70表达量

会迅速上升，用以维持细胞完整性及机体正常代

谢[19]。因此，研究测定了长牡蛎 +"7,)89 基因在

不同浓度壬基酚暴露后的基因表达变化情况。结果

显示，长牡蛎鳃组织中的 CgHSP70基因在刺激后

表达量显著升高。并且当壬基酚的浓度升高时，

+":#;89 表达量升高的幅度更大，推测 +":,;89

基因可能直接参与到长牡蛎响应壬基酚刺激的过程

中。上述结果显示，+":,;89 基因的高表达对壬

基酚胁迫下长牡蛎机体细胞稳态及代谢分化的维持

发挥着至关重要的作用。

除了 HSP70之外，HSP90也是一类关键的分

子伴侣蛋白，在细胞发育、生理、免疫和进化等多种

细胞途径中发挥核心作用[20]。有关贝类HSP90功能的

研究已经开展，如福寿螺 （;<0/=5/ =/>/.6=?./@/）

;<=/:#;A9 基因在热刺激下，其表达显著升高[21]，

菲律宾蛤仔 （B?C6@/D52 D-6.6DD6>/4?0） ED:,;A9

基因在苯并(a)芘 （benzo(a)pyrene，BaP） 暴露后其

表达出现较为显著的变化[22]。长牡蛎壬基酚暴露实

验结果显示，在壬基酚刺激后的大部分时间里，

+":,;A9 基因的表达呈现下降的趋势，只是在刺

激后的 5d表达有所升高，据此推测该长牡蛎

#$
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!"#$%&' 基因可能在牡蛎抗壬基酚胁迫中发挥了

负调控的功能。当然，由于长牡蛎基因组编码多个

HSP90基因[23]，不排除 !"($%&' 基因在长牡蛎发

生了明显的功能分化。

NF-!B蛋白家族是一类多功能转录因子，在

生物应对环境刺激时往往发挥着关键作用[24-25]。研

究证实，几乎在所有动物细胞均可发现 NF-κB有

关基因的表达。NF-!B广泛参与细胞对刺激的反

应，如响应氧化应激、细胞因子、自由基、重金

属、紫外线照射和细菌或病毒抗原等刺激。此外，

NF-!B在调节宿主细胞对感染的免疫应答中起关

键作用[26-27]。截至目前，已有两个 Rel基因在长牡

蛎中得到鉴定：)"*+, 和 )"*+,-。长牡蛎中 )"*+,

基因通过调节 )"./01 和 )"23"4+56 的表达以响应

细菌的刺激，在细菌免疫防御中发挥重要作用[28]。

本实验中 qRT-PCR结果显示，当低浓度壬基酚刺

激时，)"*+,6 基因的表达并未出现显著的表达升

高，而且呈现一定的下降模式。而壬基酚的浓度为

100"g/L时，)"*+,6 基因才呈现表达升高的模式。

推测在低浓度壬基酚刺激时，)"*+,6 可能并未完

全参与抗壬基酚胁迫中，而当壬基酚威胁进一步增

大时，长牡蛎中 )"*+,6 的表达升高以维持机体稳

定。长牡蛎 NF-!B家族的另一个成员 )"*+,- 研究

显示，)"*+,- 可以对病原体感染作出响应，参与

免疫信号转导并激活 789!2、:78" 和 )"./961 报

告基因[29]。因此，本研究也研究了长牡蛎 )"*+,-

基因对壬基酚刺激的基因表达响应模式。在壬基酚

暴露时，长牡蛎 )"*+,- 的表达大体上呈现的是先

下降然后再升高的表达模式。表明壬基酚刺激前

期，长牡蛎可能依赖别的应激响应系统，如抗氧化

系统等来应对壬基酚胁迫。但随着暴露时间的延

长，长牡蛎 )"*+,- 也参与壬基酚刺激的响应。总

的说来，长牡蛎 NF-!B家族成员参与到长牡蛎抗

壬基酚胁迫的过程中。

4 结论

本文以长牡蛎为研究对象，利用荧光定量技术

研究了不同浓度壬基酚暴露后长牡蛎免疫相关基因

的转录表达变化情况。研究结果显示，长牡蛎的抗

氧化酶基因、热休克蛋白以及 NF-!B蛋白家族等

基因在壬基酚胁迫后表达量出现较为明显的变化。

实验结果初步证明了壬基酚刺激可显著影响长牡蛎

免疫相关基因的表达，为以后结合病原刺激实验，

解析贝类大规模死亡原因打下基础，同时也可为明

晰海洋贝类壬基酚胁迫响应机制提供参考。
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