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要!农药氟虫腈对生物体具有慢性神经毒性!对生态环境具潜在的危险性%通过实验分析不同浓度氟虫腈

等农药处理后!

I2G?Q

和相关靶基因在核酸和蛋白水平的表达!有助于明确
I2G6%BB

和相关靶基因在外源化学物

质毒理学效应中的作用与关系%本研究以
X)06I2G6%BB

为研究对象!通过生物信息学分析!对其靶标进行预测!结合

互补+种子,序列(结合的自由能以及各数据库中的排位等因素!选取所预测靶基因
"1AF[

进行研究!并利用荧光定

量
ZLG

(

R0:;0)*\,';

从基因和蛋白水平研究
I2G6%BB

对基因
"1AF[

的调控作用%结果表明!在氟虫腈的作用下

I2G6%BB

表达上调!

"1AF[

表达下调'

8TG_%

蛋白表达量随
I2G6%BB

表达的增加而减少!

I2G6%BB

可能对
8TG_%

的表达有负调控作用%

I2G6%BB

对
"1AF[

的调控作用的研究对毒理学(生物医学等领域具有重要意义%

关键词!氟虫腈'

I2G6%BB

'斑马鱼'

"1AF[

'毒理学'生物医学

中图分类号!

fDF
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根据生态毒理学的观点#化学物质的刺激往往

会直接或间接引起基因表达发生改变&农药氟虫腈

杀虫效果好#使用范围广#它的大面积使用会对人体

健康以及水产养殖带来不良影响&研究表明#氟虫

腈能提高啮齿目动物肝代谢功能和刺激甲状腺激素

的分泌#进而有诱发甲状腺癌的可能#且具有慢性神

经毒性#因此被定为
L

类致癌物质)

%

*

&

c25)'G?Q

"

I2G?Q

$

)

$

*是由长的具有发夹结构

的
a

)26G?Q

分子#经过
M250)

加工形成的一类非编

码的小
G?Q

分子"约
$%

"

$!*;

$&它能够通过与

靶
IG?Q

特异性的碱基配对#引起靶
IG?Q

的降

解或者抑制其翻译#从而对基因进行转录后表达的

调控)

!

*

&故准确预测和鉴定其靶基因对于研究

I2G?Q

的功能具有重要的意义&目前国内外主要

利用生物信息学方法和生物学实验预测和鉴定

I2G?Q

的靶基因)

A6%"

*

&大量研究表明#

I2G?Q

参

与了包括细胞分裂增殖+分化与发育以及代谢等许

多重要的生物学过程)

%%

*

#对基因功能研究+人类疾

病防治及生物进化探索有重要意义&

本项目组前期研究利用
I2G?Q

芯片研究了农

药三唑磷微乳剂+氟虫腈微乳剂以及其混合物对斑

马鱼的
I2G?Q

表达的影响)

%$

*

#结果表明#包括

I2G6FF

+

I2G6%BB

在内的
$%

条
I2G?Q

的表达发生

了改变&

I2G6%BB

是一个具有代表性的多功能

I2G?Q

#参与免疫+炎症+血细胞生成及病毒感染等

多种生物学过程)

%!

*

#且在肿瘤的发生过程中起到癌

基因的作用&基因
"1AF[

是
I2G6%BB

的准靶基

因#

."1AF[

在食管癌组织中的表达量显著升高#

与食管癌分化程度和患者预后相关)

%A

*

#并且
."&

1AF[

基因表达提高可促进乳腺癌细胞
O76BAF

的

生长)

%B

*

&近期有研究发现
8TG_%

蛋白能通过

ZTM

结构域结合二甲基和三甲基的
T!̀ F

多肽#具



有对
M?Q

和组蛋白甲基化的双重识别功能)

%#

*

&

为进一步研究氟虫腈对
I2G6%BB

及其潜在靶

基因的表达影响#本研究应用荧光定量
ZLG

及

R0:;0)*\,';

等技术研究氟虫腈作用前后
I2G6%BB

及其潜在靶基因
"1AF[

以及
8TG_%

蛋白的表达

情况#为进一步研究
I2G6%BB

的功能及
I2G6%BB

的

调控途径奠定基础&

!

!

材料与方法

%>%

!

材料

氟虫腈由浙江大学农药与环境毒理研究所提

供&主要成分为!

%P

氟虫腈微乳剂"

_2

a

)'*2,cH

#

%P7L

$#助剂主要成分!乳化剂%助溶剂"聚乙二

醇#无水乙醇#正丁醇#水$&

斑马鱼由浙江大学农药与环境毒理研究所提供&

$$>"[

饲养#自然死亡率小于
%P

#试验时选取体长
A

"

B5I

#体形正常+体色发亮+鱼鳞和鱼鳍无破损#游

动灵活#捕食敏捷#无任何病态和异常行为的斑马鱼&

%>$

!

方法

%>$>%

!

斑马鱼
I2G6%BB

靶基因筛选

本实验对斑马鱼氟虫腈处理后异常表达的

I2G6%BB

体内靶标的预测筛选主要基于生物信息学

分析法&从
I2G\+:0

"

/;;

a

!,,

JJJ>I2G\+:0>')

3

$

中找出已预测报道的靶基因的相关信息并列表#对

上述信息靶基因信息采用
I2G+*X+

+

I25)'L':I

和

G?Q/

<

\)2X

软件进行计算%筛选出
!

种计算方法中

有
$

种计算方法均预测到的
I2G?Q

结合位点%结合

'种子区(匹配情况#碱基配对情况+自由能+物种间的

保守性等其它因素#选取相应的准靶基因进行研究&

%>$>$

!

样本处理

将斑马鱼分成
D

组#每组
%"

尾&一组为空白对

照#一组为溶剂对照#即将斑马鱼养在浓度不超过万分

之一的
Mc4K

"二甲基亚砜$水溶液中#其余
#

组斑马

鱼分别养在氟虫腈浓度为
">"%B

#

">"!"

#

"h"#"

#

">%$"

#

">$A"

#

">AD"I

3

,

U

的溶液中&试验期间禁食处理
F#/

&

%>$>!

!

总
G?Q

的定量和完整性检测

用
?+*'M)'

a

仪器测定提取的总
G?Q

含量#

检测
Q$#"

,

Q$D"

的比值"纯
G?Q

的比值在
$>"

左

右$#以此来判断总
G?Q

的纯度#并计算总
G?Q

浓

度&用
%P

甲醛变性琼脂糖凝胶电泳对总
G?Q

进

行完整性检测&

%>$>A

!

荧光定量
ZLG

从数 据 库
I2)\+:0

"

/;;

a

!,,

JJJ>I2)\+:0>

')

3

,$查询斑马鱼
I2G?Q

序列#并登录数据库
?L6

OV

"

/;;

a

!,,

JJJ>*5\2>*,I>*2/>

3

'9

,$查询斑马鱼

"1AF[

序列&用
a

)2I0)

a

)0I20)B>"

软件设计引

物#设计好后登陆
?LOV

对设计的引物进行
Z)2I0)

\,+:;

&除
I2G?Q

及内参
I2G6%#

引物外#还需设计

另外三对引物#分别是
1

6Q5;2*

+

"1AF[

和
"1AF[&\]

";A

扩增引物"表
%

$&

表
!

!

荧光定量
*=U3<*

所用的引物

I2G?Q

引物 序列"

40

e

(0*50

"

Bm@!m

$$ 长度,
*;

I2G6%BB

:0

e

(0*50 88QQ8SL8QQ8LS8SQ8QSSSS $$

X)06I2G6%BB64U

S7LS7Q7LLQS7SLQSSS7LLSQSS7Q76

7LSLQL7SSQ7QLSQLLLLL7Q7L

B$

X)06I2G6%BB_')J+)X LQS7SLQSSS7LLSQSS7Q77 $%

X)06I2G6%BBG090):0 SQLL77QQ7SL7QQ7LS7SQ7QSS $A

I2G6%#

X)06I2G6%#

1

4U

S7LS7Q7LLQS7SLQSSS7LLSQSS7Q76

7LSLQL7SSQ7QLSQLLQLLQQ7Q7

B!

X)06I2G6%#_')J+)X 7Q7LLQS7SLQSSS7LLSQSS7Q7 $A

X)06I2G6%#G090):0 S7LQS7QSLQSLQLS7QQQ7Q77SS7 $#

"1AF[

:0

e

(0*50 ?LOV

序列号"

?c

1

$%!"CC

$

"1AF[_')J+)X SL7SLLQSSQSS7LS7L7Q7L $%

"1AF[G090):0 7777SLLLQSS7LS7S7LS F

1

6Q5;2*

:0

e

(0*50

QLLLQLQLLS7SLLLQ7L7Q7SQSSS76

7QLSL7L77LLLLQ7SLLQ7LL7SLS7L76

SSQ7L7QSL7SS7LS7SQLL7SQLQSQL6

7QLL7SQ7SQQSQ7LL7SQLLSQSLS7S6

SL7QLQSL77LQLLQLLQLQSLLSQQQSQSQQQ77S7LLS

%B$

1

6Q5;2*_')J+)X SSL77L7SL7L7S7Q7SSLS $"

1

6Q5;2*G090):0 SSQSSSLQQQS7SS7QQQLS $"

$FD
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!!

对总
G?Q

的
M?+:0V

"

G?+:0-)00

$进行消化处

理#以总
G?Q

为模板进行反转录合成
5M?Q

#接着进

行荧光定量
ZLG

反应&在新的
">$"IU

光学
ZLG

反应管中依次加入试剂#反应体系如下!

2f4EOG

SG?48ZHGcVN%$>B"

#

U

#

_')J+)X

a

)2I0)

"

%"

#

c

$

%h""

#

U

#

G090):0

a

)2I0)

"

%"

#

c

$

%

#

U

#

5M?Q%">B%

#

U

&

将以上试剂混匀后稍离心#在
QOVC!""

中进行

ZLG

反应#反应条件如下!

B">"[

下预热
!I2*

%

FBh"[

下预变性
!I2*

%

FB>"[

下变性
%":

#

BF>"[

下退火
$":

#

C$>"[

下延伸
$":

#在延伸阶段检测荧

光强度收取信号#变性+退火+延伸
!

个步骤共循环

A"

余次%在
ZLG

反应后#采用以下的程序进行熔解

曲线分析!从
C">"[

到
FB>"[

条件下#每隔
">B[

停留
%":

#检测一次荧光强度变化&

%>$>B

!

R0:;0)*\,';

实验以
SQZMT

为内参#分两次进行#分别取

得
SQZMT

和
8TG_%

蛋白的
R0:;0)*\,';

化学

发光显影结果#实验所用抗体如表
$

所示&实验步

骤大致如下!用
R0:;0)*

及
VZ

细胞裂解液提取全鱼

总蛋白#并用
OLQ

法测定蛋白浓度&然后进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳"以
%"P

分离胶为例$&先制胶#接

着将样品加入
B]

上样缓冲液混匀#将混合液放在

沸水中煮沸
BI2*

后迅速冰浴冷却#然后上样#每泳

道上样量为
!">"

"

B">"

#

3

#再进行电泳&电泳后#

经过转膜#封闭#孵育一抗#洗膜#孵育二抗#洗膜等

步骤#最后将
Z=M_

膜放于保鲜膜上#取适量
HLU

试剂盒中等体积的
Q

液和
O

液混合#混匀后加在膜

的表面#反应
BI2*

后#吸去多余液体#移入凝胶成

像分析仪中#在化学光敏模式下曝光显影#并用
VI6

+

3

0&

对图像进行分析&

表
'

!

L+,5+.2F815

所用抗体

抗体 名称 作用蛋白 来源

一抗
8TG_6%Q*;2\'X

<

8TG_%

蛋白
Q\*'9+

一抗
SQZMTQ*;2\'X

<

SQZMT O2'J'),X

二抗
S'+;+*;26G+\\2;V

3

S6TGZ 8TG_%

蛋白
O2'J'),X

二抗
S'+;+*;26c'(:0V

3

S6TGZ SQZMT O2'J'),X

'

!

结果与分析

$>%

!

靶基因的筛选

从
I2G\+:0

"

/;;

a

!,,

JJJ>I2G\+:0>')

3

,$中找

出已预测报道的靶基因的相关信息并列表#对上述

信息靶基因信息采用
I2G+*X+

+

I25)'L':I

和

G?Q/

<

\)2X

软件进行计算%找出
!

种计算方法中有

$

种计算方法均预测到的
I2G?Q

结合位点%其中

I2G+*X+

+

I25)'L':I

和
G?Q/

<

\)2X

都能预测到的

X)06I2G6%BB

靶基因共
$!!

条&

从中筛选出种子区完全匹配的靶基因#其中结

合较好的靶基因有
"1AF[

+

-bXD\

+

b

3

5

!

C!$%"

等#

结合碱基配对情况+自由能+物种间的保守性等其它

因素#选取
"1AF[

进行实验&

$>$

!

不同浓度氟虫腈处理后
I2G6%BB

及
"1AF[

的表达变化

!!

对
I2G?Q

和
IG?Q

进行荧光定量
ZLG

测

定#并对不同处理斑马鱼
I2G6%BB

#

"1AF[

的差异

性表达进行分析&

本研究通过统计多个样本"生物学重复$的多次

实验"技术性重复$得出各实验组
I2G6%BB

和基因

"1AF[

的平均表达量#并分别除以溶剂对照组

"

Mc4K

组$

I2G6%BB

和基因
"1AF[

的平均表达

量#得出各实验组
I2G6%BB

和基因
"1AF[

的相对

表达量&如
">$A"I

3

,

U

氟虫腈处理组#

I2G6%BB

的相对表达量为
!>!D"%k">A""A

大于
Mc4K

组

I2G6%BB

的相对表达量
%>""""k">%%%C

#而
">$A"

I

3

,

U

氟虫腈处理组基因
"1AF[

的相对表达量为

">$%F$k">"C#!

远小于
Mc4K

组的相对表达量

%h""""k">$%C$

#

"1AF[

的相对表达量随
I2G6

%BB

相对表达量的增加而减少&但与此同时
">AD

I

3

,

U

氟虫腈处理组的
I2G6%BB

和基因
"1AF[

的

相对表达量变化却并不是十分明显&主要是由于基

因表达受复杂网络调控#即便
"1AF[

是
I2G6%BB

的直接靶标#它也不能随
I2G6%BB

直接相应地变

化#因为还受到其他因素的影响%所以虽然
I2G6%BB

调控
"1AF[

#但是
"1AF[

的变化幅度与
I2G6

%BB

的变化幅度可能存在差异&

再结合各实验组
I2G6%BB

和基因
"1AF[

的

相对表达量的方差#得到的实验结果如图
%

所示&

图
%

!

I2G6%BB

与
"1AF[

的相对表达量

!FD

第
#

期 张
!
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I2G6%BB

对
"1AF[

的调控作用



总体来说#

I2G6%BB

表达上调#

"1AF[

表达下调#

反之则上调#

I2G6%BB

的表达对所预测靶基因

"1AF[

极可能有抑制作用&

$>!

!

8TG_%

蛋白水平实验分析

根据
%>$>B

步骤进行操作#以
SQZMT

"甘油

醛
6!6

磷酸脱氢酶$为内参#结果如下!

图
$

!

R0:;0)*\,';

化学发光显影结果

注!

%

为
L̀

组#

&

为
Mc4K

组#

+

为
">"%BI

3

,

U

氟虫腈处理组#

,

为
">"!"I

3

,

U

氟虫腈处理组#

-

为
">"#"I

3

,

U

氟虫腈处理

组#

.

为
">%$"I

3

,

U

氟虫腈处理组#

3

为
">$A"I

3

,

U

氟虫腈处

理组#

4

为
">AD"I

3

,

U

氟虫腈处理组

本实验采用
VI+

3

0&

对
R0:;0)*\,';

结果图像

"图
$

$进行处理#得出各处理组条带的累积光密度

值#接着得出内参
SQZMT

的累积光密度值#用各

组条带的累积光密度值除以内参的累积光密度值#

得到各种处理条件下
8TG_%

蛋白的相对表达量#

对数据进行处理#建立柱状图#结果如图
!

所示&溶

剂对照组和各种浓度的氟虫腈处理组中#

8TG_%

蛋白的表达相对于
L̀

组都有显著差异#且与
I2G6

%BB

相对表达量存在一定关联&如
">$A"I

3

,

U

氟

虫腈处理组
8TG_%

蛋白相对表达量平均值为

">$%!#k">"%BC

"与
L̀

组比较
T

(

">"%

#具有极

显著差异$#低于
Mc4K

组的
">!C%#k">"%%B

"与

L̀

组比较
T

(

">"%

#具有极显著差异$#而
I2G6%BB

相对表达量却为
!>!D"%k">A""A

#高于
Mc4K

组

的
I2G6%BB

相对表达量数值
%>""""k">%%%C

&

图
!

各处理组
8TG_%

蛋白的相对表达量

注!

%

为
L̀

组#

&

为
Mc4K

组#

+

为
">"%BI

3

,

U

氟虫腈处理

组#

,

为
">"!"I

3

,

U

氟虫腈处理组#

-

为
">"#"I

3

,

U

氟虫腈

处理组#

.

为
">%$"I

3

,

U

氟虫腈处理组#

3

为
">$A"I

3

,

U

氟

虫腈处理组#

4

为
">AD"I

3

,

U

氟虫腈处理组

结合荧光定量实验结果#总体上
8TG_%

蛋白

表达量随
I2G6%BB

表达的增加而减少#

I2G6%BB

抑

制
8TG_%

蛋白表达#

I2G6%BB

对
8TG_%

蛋白表

达有负向调控作用&

$

!

结
!

论

本实验通过生物信息学分析
I2G6%BB

和准靶

基因的信息以及相互作用位点#以基因
"1AF[

作

为研究对象#并通过荧光定量#

R0:;0)*\,';

对靶基

因进行实验验证&基因表达的改变可以作为一种用

于预测氟虫腈等环境化学物质对人及生物体毒性的

生物标志物&农药氟虫腈处理斑马鱼后#

I2G6%BB

和
"1AF[

的表达发生明显变化#且蛋白的表达量

也随之发生变化&

I2G6%BB

表达上调#

"1AF[

表

达下调#反之则上调#

I2G6%BB

的表达对准靶基因

"1AF[

有抑制作用&

8TG_%

蛋白表达量随
I2G6

%BB

表达的增加而减少#

I2G6%BB

抑制
8TG_%

蛋

白表达#

I2G6%BB

对
8TG_%

蛋白表达有负向调控

作用&

I2G6%BB

对基因
"1AF[

的调控作用还需进

一步通过荧光素报告酶法验证&
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