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摘　 要　 选择雌二醇、双酚 Ａ 和邻苯二甲酸二丁酯等 ３ 种内分泌干扰物以及睾酮对鲤鱼染毒，研究了不同处

理对鲤鱼肝胰脏、性腺和脑细胞膜中脂肪酸组成和含量的影响以及腺苷酸环化酶活性的变化．结果表明，内分

泌干扰物暴露可使不同组织器官细胞膜中饱和脂肪酸含量升高，不饱和脂肪酸含量降低，不饱和脂肪酸中双

键的数目减少；其结果可能会对组织器官细胞膜的结构、功能产生一定的影响．在肝胰脏和性腺中，睾酮暴露

和雌二醇暴露在细胞膜饱和脂肪酸含量方面表现为效应相一致；只在不饱和脂肪酸花生四烯酸（ＡＡ）和二十

二碳六烯酸（ＤＨＡ）含量方面表现为效应相拮抗．酶活性测定结果表明，影响细胞内脂肪酸代谢进而影响细胞

膜结构和功能的机理可能与细胞膜腺苷酸环化酶活性发生改变相关．
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目前对内分泌干扰物（ＥＤｓ）的研究主要集中在 ＥＤｓ 在生物体内的迁移转化、对生物体的影响以及

与疾病的关系等方面［１］ ．有关 ＥＤｓ 对生物体影响作用机理的研究则主要集中在 ＥＤｓ 对人体内酶活性以

及部分基因表达的影响［２］ ．Ｃｉｎｃｉ 等的研究结果表明，雌激素或睾酮处理对去势大鼠血清脂肪酸的组成
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具有明显的影响［３⁃４］，但鲜有 ＥＤｓ 对生物体内细胞结构物质的组成影响及其机理的报道．
本文通过研究鲤鱼在雌二醇（Ｅ２）、双酚 Ａ（ＢＰＡ）、邻苯二甲酸二丁酯（ＤＢＰ）３ 种具有典型雌激素效

应的 ＥＤｓ 和雄激素睾酮（Ｔ）的暴露下，肝胰脏（代谢活跃组织）、性腺（生殖组织）和脑（神经组织）细胞

膜中脂肪酸组成、含量和相关酶活的变化，以及雌、雄激素平衡间可能具有的拮抗作用，说明 ＥＤｓ 对细

胞膜结构可能产生的影响，为进一步阐明 ＥＤｓ 对生物体产生毒性的作用机制提供参考．

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

Ｚ３６ＨＫ 高速冷冻离心机（Ｈｅｒｍｌｅ）； ＤＳＱ 单四极杆气质联用仪（Ｔｈｅｒｍｏ，配 ＤＢ⁃５ＭＳ ３０ ｍ×０．２５ ｍｍ×
０．２５ μｍ 石英毛细管色谱柱），Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ 酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ）．

甲醇、正己烷（Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，色谱纯）；其他试剂为分析纯；腺苷酸环化酶 ＥＬＩＳＡ 试剂盒．
１．２　 实验步骤

选取 ３０ 条长约 ６—８ ｃｍ，体重约 １０—１２ ｇ 的健康鲤鱼作为实验用鱼，随机分为 ６ 组，每组 ５ 条．
鱼缸盛水 ６ Ｌ，为自来水晾晒 １ ｄ 后使用，每隔 ７２ ｈ 投放饲料，室温条件下连续曝气培养．鱼驯化培

养 １５ ｄ，染毒 ３０ ｄ，染毒方式为水中暴露，每 ４８ ｈ 换水 １ 次．按文献［５⁃７］确定染毒剂量．
１．２．１　 鱼的饲养及处理

设 １ 个空白对照组，５ 个内分泌干扰物的染毒处理组，染毒浓度分别为：雌二醇 ０．５ μｇ·Ｌ－１；睾酮

１０ μｇ·Ｌ－１；雌二醇＋睾酮：０．５＋１０ μｇ·Ｌ－１；ＢＰＡ：１ ｍｇ·Ｌ－１；ＤＢＰ：１ ｍｇ·Ｌ－１ ．
１．２．２　 细胞膜脂肪酸测定样品前处理

分取鲤鱼肝胰脏、性腺、脑于组织匀浆器中，加入生理盐水在冰浴中匀浆使细胞破碎，４ ℃环境下

１５００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ，保留沉淀［８］；沉淀镜检确定为膜性结构物．
向上述样品中加入 ０．５ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＫＯＨ⁃甲醇溶液，氮气保护下 ７５ ℃水浴 ４０ ｍｉｎ．冷却后加入 １４％三氟

化硼⁃甲醇溶液，继续在氮气保护下 ７５ ℃水浴 １０ ｍｉｎ．冷却后加正己烷和饱和氯化钠溶液，涡旋振荡混

匀，在 ４ ℃环境下 ３５００ ｒ·ｍｉｎ－１离心，取上清液供 ＧＣ⁃ＭＳ 分析用［９⁃１０］ ．
１．２．３　 ＧＣ⁃ＭＳ 分析方法

色谱条件：进样口温度 ２７０ ℃；传输线温度 ２９０ ℃；载气为高纯氦气，恒流模式，流速为 １ ｍＬ·ｍｉｎ－１；
不分流进样，进样量 １ μＬ；程序升温为初始温度 ６０ ℃保持 ２ ｍｉｎ，以 ２０ ℃·ｍｉｎ－１升温至 ２３０ ℃，保持

１ ｍｉｎ，以 ５ ℃·ｍｉｎ－１升温至 ２８０ ℃保持 １５ ｍｉｎ．
质谱条件：离子源为 ＥＩ 源；离子源温度 ２３０ ℃；离化电压 ７０ ｅＶ；发射电压 １００ μＡ；扫描方式为全扫

描，选择质量范围为 ５０—６５０ ａｍｕ；扫描周期 ５ 次·ｓ－１；５ ｍｉｎ 时开始收集数据［１０］ ．
１．２．４　 细胞膜腺苷酸环化酶（ＡＣ 酶）活性测定

取鲤鱼器官于组织匀浆器中，加入生理盐水在冰浴中匀浆，在 ４ ℃环境下 ２５００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２０ ｍｉｎ，
收集上清液严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行酶活测定．在酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长依序测量各孔的吸

光度．
１．２．５　 实验数据处理

对照和各实验组分别取 ５ 个样本，采用 ＳＰＳＳ１３．０ 软件进行方差分析，对照和不同处理间的多重比

较采用 ＬＳＤ 法检验，显著性概率为（Ｐ＜０．０５）．

２　 结果与讨论

２．１　 正常鲤鱼器官细胞膜脂肪酸组分含量分析

对鲤鱼各器官细胞膜脂肪酸的定性、定量结果表明，对照组鲤鱼中共检出脂肪酸 ３２ 种，其中饱和脂

肪酸 １８ 种，不饱和脂肪酸 １４ 种，鲤鱼肝胰脏、性腺和脑细胞膜的脂肪酸组分基本相同；主要脂肪酸组分

有 ６ 种，见表 １，它们占细胞膜总脂肪酸含量的 ８５％以上，因此确定为本实验的主要研究对象．
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２．２　 ＥＤｓ 暴露下鲤鱼器官细胞膜脂肪酸组分的变化

由于各种脂肪酸的峰面积校正因子差距较小，细胞膜脂肪酸的总量基本相同，所以采用不做校正的

峰面积归一化法计算细胞膜中各脂肪酸组分的相对含量．通过相对含量计算不饱和脂肪酸 ／总脂肪酸

（ＵＦＡ ／ ＴＦＡ）的比值以及不饱和指数（ＩＵＦＡ）．鲤鱼各器官细胞膜脂肪酸的定性、定量结果见表 １．

表 １　 各组鲤鱼细胞膜的主要脂肪酸含量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ ｃａｒｐ ｏｒｇａｎｓ

类型 组分 组织
相对含量 ／ ％

对照 Ｅ２ Ｔ Ｅ２＋Ｔ ＢＰＡ ＤＢＰ

饱和
脂肪酸

肝胰脏 ２１．６８±１．８５ａ ３３．９７±３．８９ｂ ２０．９１±２．６４ａ ２９．１８±３．４７ｂ ２９．６４±２．５４ｂ ２９．１３±３．４２ｂ

十六酸 性腺　 １９．０４±０．７３ａ ２７．５５±１．９６ｂ ３３．４４±４．２３ｂ ３０．５２±６．３４ｂ ３１．２６±３．９４ｂ ２１．２５±４．６７ａ

脑　 　 ２３．６１±２．５１ａ ２５．１２±３．６５ａ ２４．２２±３．４１ａ ２３．７２±３．４２ａ ２５．４２±２．７０ａ ２４．０７±１．７２ａ

肝胰脏 ８．０１±１．７８ａ １４．４９±３．１７ｂ １３．４４±３．０４ｂ １８．９３±３．５７ｂ １６．６３±２．８４ｂ １２．６６±２．１４ｂ

十八酸 性腺　 ６．３８±１．６４ａ １６．３８±２．０２ｂ ２０．８８±３．４２ｂｃ ２０．５８±６．３４ｂｃ ２３．００±２．２７ｃ １１．８５±５．８５ａ

脑　 　 １７．７４±０．４８ａ １７．１８±０．７６ａ １９．３８±１．９６ａ １８．４１±０．７２ａ １７．６１±１．５０ａ １８．６６±１．５５ａ

不饱和
脂肪酸

９，１２⁃十八碳二
烯酸

９⁃十八烯酸

５， ８， １１， １４⁃二
十 碳 四 烯 酸
（ＡＡ）

４，７，１０，１３，１６，
１９－二十二
碳六烯酸
（ＤＨＡ）

肝胰脏 １９．４７±２．６４ａ ９．２９±１．３２ｂ ３．８１±０．８１ｃ ４．９７±０．９６ｃ ６．５４±１．７１ｂｃ １０．２１±３．２２ｂ

性腺　 ３０．３９±４．５０ａ １６．８０±２．６０ｂ ３．８５±０．８６ｄ ３．７５±０．９６ｄ ６．３３±２．０８ｃｄ ２１．０３±１２．０９ａ

脑　 　 ２．５０±１．２９ａ ２．７８±０．３６ａ ２．７０±１．０４ａ １．４３±０．８２ａ ２．２２±１．１２ａ ２．６５±０．７３ａ

肝胰脏 １７．５３±２．２９ａ １３．７２±４．４８ａ ５．６９±０．９３ｃ ８．４２±１．９２ｃｄ ８．１５±１．０６ｄ １１．４３±３．０９ｂ

性腺　 ２０．１２±３．８５ａ １３．６１±４．２９ｂ ５．８６±１．２２ｃ ４．５８±２．２８ｃ ８．６７±１．４４ｄ １５．７３±６．５３ａ

脑　 　 ２３．３８±１．３５ａ ２２．４０±１．４４ａ ２３．３７±１．６２ａ ２２．６９±１．４８ａ ２１．８１±０．６５ｂ ２３．１１±１．４６ａ

肝胰脏 ７．０３±０．６１ａ ５．５６±０．８２ｂ ６．７４±１．０５ａｂ ９．７２±１．１０ｃ ８．７８±２．９７ａｃ ８．７５±０．９０ｃ

性腺　 ４．３９±０．５１ａ ２．３６±０．８７ｂ ５．６１±０．９４ａ ９．０１±３．２１ｃ ６．４４±２．５０ａ １．００±０．１８ｄ

脑　 　 ６．１４±０．９１ａ ５．９３±１．２８ａ ５．５６±１．２７ａ ６．４８±１．２６ａ ６．０４±０．７４ａ ４．７４±０．５２ｂ

肝胰脏 １０．９８±２．９５ａ ６．８７±２．１５ｄ １０．５５±２．４３ａｂ １５．０３±２．６３ａｃ １３．６２±４．０１ａ １３．０９±５．１３ａ

性腺　 ２．４５±０．７２ａ ２．９９±２．５９ａ ４．２９±１．０６ｂ １０．９２±３．６７ｃ ８．２４±３．７８ｂｃ ７．４０±４．７８ａ

脑　 　 １０．９８±１．５５ａ １０．６１±１．５４ａ １０．３９±１．９３ａ １１．３３±１．２９ａ １１．４９±１．０６ａ １０．７０±２．１９ａ

肝胰脏 ６４．２７±４．２６ａ ４３．６７±５．０３ｃ ２９．５９±５．２２ｄ ４４．３２±２．７８ｃ ４４．５６±１．７２ｃ ５１．２８±２．５４ｂ

ＵＦＡ ／ ＴＦＡ 性腺　 ６７．２６±２．７３ａ ４６．９３±４．３９ｂ ２４．９２±５．９２ｄ ３４．７２±８．３５ｃｄ ３７．７２±４．７５ｃ ５９．６１±１１．８８ａ

脑　 　 ５３．６３±１．７４ａ ５２．４８±３．２８ａ ４９．４１±３．４９ａ ５２．８５±２．８９ａ ５１．６１±２．３０ａ ５２．２２±２．１２ａ

肝胰脏 １７２．２７±１５．５１ａ １１３．９２±１３．０７ｂ １１１．５１±１２．５６ｂ １６０．７８±１９．８７ａ １５６．０２±１４．９２ａ １６１．５９± ２２．８１ａ

ＩＵＦＡ 性腺　 １３３．１１±９．１１ａ ９６．２５±１４．１１ｂ ７３．３０±１０．２８ｃ １２８．７７±３６．１０ａ １１３．４２±１６．３３ｂ １３９．１０±２８．２９ａ

脑　 　 １３３．９０±１０．８６ａ １３０．６１±１４．６９ａ １２１．５７±１２．３６ａ １３４．８０±１３．５０ａ １３４．０２±７．９３ａ １２７．０２±１３．３２ａ
　 　 注：不同小写字母表示同一组织不同处理组间显著性差异（Ｐ＜０．０５），下同； ＩＵＦＡ（不饱和指数）＝ ∑各不饱和脂肪酸含量×双键数．

２．２．１　 ＥＤｓ 对细胞膜中饱和脂肪酸含量的影响

十六酸在鲤鱼各器官细胞膜中的含量较高，占 ２０％左右；十八酸是在鲤鱼各器官细胞膜中的含量仅

次于十六酸的饱和脂肪酸．由表 １ 结果可知：
（１）除脑组织外的器官中，Ｅ２ 和 ＢＰＡ 染毒都可以使鲤鱼细胞膜中十六酸和十八酸的含量显著升高．
（２）ＤＢＰ 只能够使鲤鱼肝胰脏细胞膜中十六酸和十八酸的含量显著升高，这可能与不同 ＥＤｓ 需要

不同的效应浓度以及靶器官不相同有关．
（３）Ｔ 单独或 Ｅ２＋Ｔ 混合暴露多数情况下表现与 Ｅ２ 相同的效应，表明 Ｅ２ 和 Ｔ 之间在影响细胞膜饱

和脂肪酸含量方面不具有拮抗作用．
十六酸和十八酸含量的升高对细胞膜的结构和功能都可能会产生较大的影响．大量研究表明［１１⁃１３］，

十六酸或十八酸含量的升高可以增加细胞膜的凝胶态并降低液晶态，使细胞膜的微黏度升高，流动性降

低，从而影响细胞膜的功能［１４］ ．
２．２．２　 ＥＤｓ 对细胞膜中不饱和脂肪酸含量的影响

ＥＤｓ 染毒对鱼体内 ４ 种主量不饱和脂肪酸的含量都会产生影响．由表 １ 可知，总的趋势为：
（１）Ｅ２ 染毒主要表现为 ４ 种不饱和脂肪酸在脑中含量变化都不显著；在肝胰脏中只有 ９⁃十八烯酸

含量变化不明显，其余 ３ 种的含量都有显著降低；性腺中，只有 ＤＨＡ 含量变化不明显，其余 ３ 种的含量
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都显著降低．
（２）除脑组织外的器官中，ＢＰＡ 染毒主要表现为 ９，１２⁃十八碳二烯酸和 ９⁃十八烯酸含量显著降低，

对 ＡＡ 和 ＤＨＡ 的含量影响不显著．
（３）ＤＢＰ 染毒主要表现为使肝胰脏中 ９，１２⁃十八碳二烯酸和 ９⁃十八烯酸含量显著降低，ＡＡ 的含量

升高；使性腺和脑中的 ＡＡ 含量降低，而对 ３ 种器官中 ＤＨＡ 的含量影响并不显著．
（４） Ｔ 对 Ｅ２ 的影响，表现为在肝胰脏和性腺中 Ｔ 使 Ｅ２ 的作用增强（９⁃十八烯酸、９，１２⁃十八碳二烯

酸含量减少）和使 Ｅ２ 的作用减弱（ＡＡ、ＤＨＡ 含量增加）的情况同时存在．
４ 种不饱和脂肪酸不仅会影响细胞膜的流动性；而且在增强抗氧化酶的活性、保护细胞膜、发挥第

二信使方面具有重要作用，从而与生物体的免疫、发育等过程密切相关［１５］ ．比较肝胰脏和性腺，ＥＤｓ 对脑

细胞膜中饱和与不饱和脂肪酸含量的影响都较小．
２．２．３　 ＥＤｓ 暴露对饱和与不饱和脂肪酸比例的影响

正常鲤鱼肝胰脏、性腺和脑细胞膜中不饱和脂肪酸的含量高，ＵＦＡ ／ ＴＦＡ 都大于 ５０％，ＩＵＦＡ 都大于

１３０％．由表 １ 结果可见：
（１）Ｅ２ 和 Ｔ 能使肝胰脏和性腺细胞膜的 ＵＦＡ ／ ＴＦＡ 和 ＩＵＦＡ 显著降低．
（２）Ｅ２＋Ｔ 混合暴露下，肝胰脏和性腺细胞膜的 ＵＦＡ ／ ＴＦＡ 也都显著降低；而 ＩＵＦＡ 没有明显的变化；

反映出 Ｔ 对 Ｅ２ 在肝胰脏和性腺细胞膜中使多不饱和脂肪酸含量降低具有拮抗作用．但 Ｔ 使细胞膜饱和

脂肪酸含量增加的作用与 Ｅ２ 基本相同，反映雌、雄激素的平衡及其相互作用可能涉及多方面的更为复

杂的化学过程．
（３）ＢＰＡ 也能使肝胰脏和性腺细胞膜的 ＵＦＡ ／ ＴＦＡ 显著降低，但只能使性腺细胞膜的 ＩＵＦＡ 显著降

低．这与 ＢＰＡ 可以使鲤鱼性腺细胞膜中 ＤＨＡ 的含量升高相关．
（４）ＤＢＰ 只能使肝胰脏细胞膜的 ＵＦＡ ／ ＴＦＡ 显著降低，且效果最弱．
生物膜脂的流动性是生物膜的重要特征之一，许多疾病的发生都与膜流动性的改变有关，是反映细

胞早期损伤的分析指标［１３］ ．研究表明［１６－１７］，脂肪酸中不饱和脂肪酸的比例和不饱和程度与膜的流动性

呈正比．而细胞膜流动性的改变会对细胞形态、功能、膜上酶和受体的活性等产生影响［１２］ ．因此，ＥＤｓ 暴

露增加细胞膜中饱和脂肪酸的比例，降低细胞膜中不饱和脂肪酸比例，并减少不饱和双键数目，导致膜

流动性降低，可能会引起细胞膜结构和功能的一系列异常变化，对膜的生理功能产生影响．
２．３　 ＥＤｓ 暴露对腺苷酸环化酶（ＡＣ）活性的影响

腺苷酸环化酶是一种跨膜糖蛋白，能催化 ＡＴＰ 形成 ｃＡＭＰ，是细胞内的第二信使，是机体细胞功能

包括脂肪代谢调节中的重要因子．本实验测定酶活以单位组织质量的酶活力表示，结果见表 ２．

表 ２　 鲤鱼各器官腺苷酸环化酶活力（Ｕ·ｇ－１）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｃｙｃｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｃａｒｐ（Ｕ·ｇ－１）

对照 Ｅ２ Ｔ Ｅ２＋Ｔ ＢＰＡ ＤＢＰ

肝胰脏 １．９２±０．０６ａ ０．８±０．４３ｂ ０．６９±０．４７ｂ １．４９±０．６９ａ １．１１±０．２１ｂ ０．２２±０．０９ｃ

性腺 ０．４８±０．１６ａ １．３８±０．２４ｂ １．４４±０．３５ｂ ０．６４±０．４２ａ １．１６±０．３０ｂ １．０４±０．３９ｂ

脑 １．６６±０．０５ａ １．６８±０．０８ａ １．７６±０．１８ａ １．６５±０．１０ａ １．７７±０．２４ａ １．５６±０．２１ａ

表 ２ 结果可见，Ｅ２、Ｔ、ＢＰＡ 和 ＤＢＰ 暴露都可以使鲤鱼肝胰脏中 ＡＣ 酶活力显著降低，性腺中 ＡＣ 酶

活力显著升高，脑组织中 ＡＣ 酶活力都没有变化．在 ＥＤｓ 暴露下，肝胰脏中 ＡＣ 酶活力降低，而性腺中 ＡＣ
酶活力升高，说明 ＥＤｓ 产生毒性的机理之一可能是先作用于细胞膜，通过影响腺苷酸环化酶的活力影

响细胞中脂肪的代谢，进而影响各器官正常的组成和生理功能．但 ＥＤｓ 和腺苷酸环化酶二者间能否发生

直接的作用，尚需进一步加以证实．

３　 结论

Ｅ２、ＢＰＡ、ＤＢＰ、Ｔ、Ｅ２＋Ｔ 暴露对鲤鱼肝胰脏、性腺和脑细胞膜中 ６ 种主要的脂肪酸的含量均会产生



７５２　　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３３ 卷

影响，其中，对脑组织的影响较弱．ＥＤｓ 可以使多数鲤鱼组织细胞膜中两种饱和脂肪酸的含量升高，４ 种

不饱和脂肪酸的含量降低，膜酶腺苷酸环化酶的活性改变；雄激素 Ｔ 只对 Ｅ２ 在肝胰脏和性腺中对多不

饱和脂肪酸的降低表现拮抗作用；ＥＤｓ 暴露可能会造成鲤鱼肝胰脏和性腺细胞膜 ＵＦＡ ／ ＴＦＡ 和部分组织

ＩＵＦＡ 降低，进而影响细胞膜的结构和功能．
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