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摘　 要:谷胱甘肽还原酶(ＧＲ)是一种重要的抗氧化酶ꎬ其在生物体的抗氧化系统中

起着关键作用.为了研究伽马辐照对斑马鱼胚胎 ＧＲ 活性及基因表达的影响ꎬ本实验

用不同的辐照剂量(０.０１、０.０５、０.１、０.５ 和 １ Ｇｙ)分别对三个发育时期(原肠胚期、体
节期和咽囊期)的斑马鱼胚胎进行了辐照处理.分析了各组 ＧＲ 的活性ꎬ并采用荧光

实时定量 ＰＣＲ 技术(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测了 ＧＲ 基因的表达水平.结果显示ꎬ伽马辐照以剂

量依赖的方式调整了斑马鱼胚胎 ＧＲ 的活性及 ＧＲ 基因的表达.随着辐照剂量的增

加ꎬＧＲ 活性及其 ｍＲＮＡ 的相对表达量呈现先升高后回落的趋势.这表明ꎬＧＲ 是一种

可以对伽马辐照作出早期预警的生物标志物.斑马鱼胚胎可以通过上调 ＧＲ 基因的表

达ꎬ来增加 ＧＲ 的合成ꎬ从而提高对伽马射线的防御能力.但是ꎬ这种反应和调整是有

限度的.咽囊期胚胎比其它两个时期的胚胎对伽马射线的防御能力更强.
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　 　 当前ꎬ核能的大规模使用满足了人类日益增长

的能源需求ꎬ但近年来不断发生的核泄露事故加大

了民众对于环境安全的担忧.例如ꎬ２０１１ 年日本福

岛核事故中大量的放射性物质被释放到外部环境

中ꎬ由此产生的电离辐射对于周边居民的危害尚不

够明朗[１] .斑马鱼(Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ)是一种与人类基因

高度同源的淡水鱼ꎬ其生理反应以及分子通道等都

与人体有着相同的特性.因此以斑马鱼为模型所得

的实验结果在大部分情况下能够应用到人体上[２] .
它还有一些优点ꎬ比如体型小、繁殖能力强、易于饲

养、胚胎生长快等.此外ꎬ斑马鱼胚胎是透明的ꎬ而
且科学界对斑马鱼生长发育过程已经全面了解并

制定了各特定发育阶段时间表[３] .所以ꎬ研究人员

能方便地对胚胎发育的不同阶段进行操作.近些

年ꎬ斑马鱼正逐渐成为分子遗传学、发育生物学和

毒理学中一种重要的模式生物[４] .
伽马射线是电离辐射中能量最高的一种形式ꎬ

它会诱导生物体产生活性氧(ＲＯＳ).过量的活性氧

会引起蛋白质、脂质等发生氧化ꎬ对细胞和基因结

构造成损坏ꎬ并最终导致细胞死亡[５] .因此ꎬ生物体

有一套完整的抗氧化系统来维持体内活性氧含量

的稳定.还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)是一种重要的抗氧

化剂ꎬ它可以清除生物体内的活性氧而自身被转化

为氧化型谷胱甘肽(ＧＳＳＧ) [６] .谷胱甘肽还原酶

(ＧＲ)是一种重要的抗氧化酶ꎬ其在生物体的抗氧

化系统中起着关键作用.它可以催化 ＧＳＳＧ 还原为

ＧＳＨꎬ从而维持细胞中的 ＧＳＳＧ 与 ＧＳＨ 比率的动态

平衡[７] .目前尚不清楚 ＧＲ 能否作为伽马射线的生

物标志物来对低剂量辐射污染作出早期预警.因
此ꎬ本实验拟探究 ＧＲ 活性与伽马辐照剂量之间的

关系ꎬ并采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)

对斑马鱼 ＧＲ 基因的表达水平进行定量分析ꎬ为阐

明伽马辐照对抗氧化酶的作用机制提供参考.

１　 材料与方法

１.１　 主要仪器

ＨＸＦＳ￣ＩＡ 型( １ ３ ７Ｃｓ)伽马生物辐照仪(中国核

动力研究设计院)ꎻ解剖显微镜(厦门麦克奥迪)ꎻ
Ｔ６ 型紫外分光光度计(上海元析)ꎻ５８０４Ｒ 型高速

冷冻离心机(德国艾本德)ꎻＡＬ１０４ 型电子分析天

平(瑞士梅特勒托利多)ꎻ １２ 孔细胞培养板(美国

康宁)ꎻＳＷ￣ＣＦ￣１ＦＤ 型超净台 (上海博讯)ꎻＸＷ￣
８０Ａ 型涡旋振荡器(海门其林贝尔)ꎻＤＡ７６００ 型

荧光定量 ＰＣＲ 循环仪(广东达安).
１.２　 主要试剂

ＢＣＡ 蛋白法定量测试盒(南京建成)ꎻ谷胱甘

肽还原酶测试盒(南京建成)ꎻ总 ＲＮＡ 抽提试剂

ＴＲＩｚｏｌ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)ꎻｃＤＮＡ 第一链合成试剂

盒 (立陶宛 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ )ꎻ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒(日本 ＴＯＹＯＢＯ)ꎻ５０×ＴＡＥ
电泳缓冲液(南京建成)ꎻ０.１％ ＤＥＰＣ 水(南京建

成)ꎻ其他试剂均为市售分析纯.
１.３　 斑马鱼的饲养和胚胎的生产

ＡＢ 品系成年野生斑马鱼由中国科学院淡水生

态与生物技术国家重点实验室提供.平均全长为

３.８７± ０.３３ ｃｍꎬ平均体重为 ０.６５± ０.０５ ｇ.饲养水温

为 ２７±１ ℃ꎬ光照 /黑暗周期为 １４ ｈ ∶ １０ ｈꎬ每日喂

食 ３ 次新鲜孵化的丰年虫(卤虫).每周换掉占总体

积 ５０％的水ꎬ并且每天补充被蒸发掉的水份.在产

卵的前一天晚上将雌鱼和雄鱼用隔板隔开放入交

配鱼缸ꎬ雌雄比例为 ２ ∶ １.第二天早晨ꎬ移去隔板ꎬ

０２
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雌雄鱼在光的刺激下相互追逐并将卵产在水中.胚
胎会在光周期开始阶段的前１５ ｍｉｎ完成受精ꎬ这保

证了所收集的胚胎是同一时期的.将收集的胚胎用

斑马鱼 Ｅ３ 培养液(５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、０.３３ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＣａＣｌ２、０.３３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ 􀅰７Ｈ２Ｏ、０. １７ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＫＣＩꎬｐＨ＝７.８±０.２)清洗 ３ 次[８] .然后ꎬ把它们移到直

径 １０ ｃｍ 的培养皿中 ２８.５ ℃培养.在解剖显微镜下

挑选出发育正常的胚胎ꎬ并根据 Ｋｉｍｍｅｌ 等人制定

的标准分期方法ꎬ按照受精后的时间(ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ￣
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬｈｐｆ)来确定发育时期[３] .本实验研究了

斑马鱼胚胎的三个发育时期:原肠胚期(６ ｈｐｆ)、体
节期(１２ ｈｐｆ)和咽囊期(２４ ｈｐｆ).
１.４　 胚胎辐照

将每组的 ４００ 枚斑马鱼胚胎平均地散布到 １２
孔板的小孔里ꎬ每孔加入 ３ ｍＬ Ｅ３ 培养液.室温下ꎬ
将实验组的斑马鱼胚胎分别放入(１ ３ ７ Ｃｓ)伽马生物

辐照仪进行辐照处理.辐照仪有不同的运行模式ꎬ
每个模式都有一个特定的辐照率.本实验使用的辐

照率为 ０.４９１ Ｇｙ / ｍｉｎꎬ各实验组的辐照时间见表 １.
每个实验组和对照组做两次平行实验.

表 １　 各实验组的参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

组号 总剂量 / Ｇｙ 辐照时间 / ｓ
１ ０.０１ １.２２
２ ０.０５ ６.１１
３ ０.１ １２.２２
４ ０.５ ６１.１０
５ １ １２２.２０

１.５　 酶活性的测定

每组取 ２００ 枚胚胎进行酶活性的测定ꎬ分别

在 １ ｍＬ 冷的 ０.８６％生理盐水中进行匀浆.然后把

１ ∶ １０ 的匀浆 １２ ０００ ×ｇꎬ４ ℃离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清

液进行生化检测.蛋白质含量的测定采用 ＢＣＡ
法[９]ꎬＧＲ 活性的测定采用改良的 Ｆｏｙｅｒ 法[１０]ꎬ按
试剂盒说明书进行操作.一个 ＧＲ 活性单位(Ｕ)定
义为:每克组织蛋白每分钟使反应体系中底物

ＮＡＤＰＨ 的浓度改变 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 所需的酶量.
１.６　 基因表达水平的测定

每组余下的 ２００ 枚胚胎进行基因表达水平的

测定.使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎬ由
南京金斯瑞科技有限公司合成ꎬ其序列见表 ２.使
用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡꎬ用分光光度计测定样

品在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 的吸光度ꎬ检测 ＲＮＡ 的产

量和纯度ꎬ并使用 １％的非变性琼脂糖凝胶电泳

检测 ＲＮＡ 样品完整性.利用 ｃＤＮＡ 第一链合成试

剂盒反转录成 ｃＤＮＡ 后用作 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的模板.
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 按照 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 试剂盒的说明书进行操作.扩增程序为:９５ ℃
预变性 ５ ｍｉｎꎻ接着 ９５ ℃ 变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃ 退火

２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共做 ４０ 个循环.反应结束

后分析荧光值变化曲线和熔解曲线以确定扩增目

的基因片段的特异性.每个反应进行三次重复实

验.以 ＧＡＰＤＨ 基因作为内参ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计算各

基因相对表达量.

表 ２　 相关基因引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

基因名称 登录号 引物 (５′－３′) 长度(ｂｐ)

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００１１１５１１４.１ Ｆ:ＴＧＡＴＧＧＴＣＡＴＧＣＡＡＴＣＡＣＡＧ １３８
Ｒ:ＣＣＡＣＣＣＴＴＡＡＴＧＴＧＡＧＣＡＧＡ

ＧＲ ＮＭ＿００１０２０７１１.３ Ｆ:ＧＧＡＣＴＴＴＧＡＧＣＴＧＧＡＴＧＧＡＴ １２４
Ｒ:ＡＧＣＣＴＴＣＧＡＧＴＣＣＣＴＧＴＣＴＡ

１.７　 数据分析

使用 ＳＰＳＳ １９.０ 来进行数据分析.数值表示为

均值±三次独立实验的标准差(ＳＤ).组间差异用

单因素方差分析法(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)结合 Ｔｕｋｅｙ
多重比较检验进行分析.与对照组之间的显著性

差异表示为∗ｐ<０.０５ 和∗∗ｐ<０.０１.同一剂量下不

同发育阶段间的显著性差异ꎬ分别用不同的字母

(ａꎬｂꎬｃ)作标记( ｐ<０.０５).反之ꎬ相同的字母表示

没有显著性差异.标有“ａｂ”表明此组与标有“ ａ”
或者 “ ｂ ” 的 组 之 间 没 有 显 著 性 差 异. 使 用

Ｏｒｉｇｉｎ ７.５来制作图表.

２　 结　 果

２.１　 酶活性分析

伽马辐照对 ＧＲ 活性的影响如表 ３ 所示.与对

照组相比ꎬ受到 ０.０１ 或 ０.０５ Ｇｙ 辐照后各时期胚

１２
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胎的 ＧＲ 活性都显著升高( ｐ<０.０１).其中原肠胚

期胚胎 ＧＲ 活性分别提高了 ４０.４０％、３０.４２％ꎬ体
节期胚胎 ＧＲ 活性分别提高了 ６７.０４％、３０.０２％ꎬ
咽囊期胚胎 ＧＲ 活性分别提高了 ６９.０５％、９５.０２％
( ｐ<０.０１).但是受到 ０.５ 或 １ Ｇｙ 辐照后ꎬ原肠胚

期和体节期胚胎 ＧＲ 活性与对照组相比却显著下

降( ｐ<０.０５)ꎬ在咽囊期胚胎中则没有显著变化.
其中原肠胚期胚胎 ＧＲ 活性分别下降了 １０.２２％
( ｐ<０.０５)和 ３８.９０％( ｐ<０.０１)ꎬ体节期胚胎 ＧＲ
活性分别下降了 ２３.４８％和 ３７.２５％( ｐ<０.０１).另
外ꎬ各组中咽囊期胚胎的 ＧＲ 活性均高于其他时

期胚胎.

表 ３　 不同发育阶段的胚胎受到辐照后 ＧＲ 的活性(Ｕ / ｍｇ ｐｒｏｔ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ＧＲ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｇａｍｍａ￣ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

时期(ｈｐｆ)
辐照剂量 / Ｇｙ

０ ０.０１ ０.０５ ０.１ ０.５ １
ＧＲ ６ ４.０１±０.６９ｂ ５.６３±０.７６ｃꎬ∗∗ ５.２３±１.１５ｂꎬ∗∗ ３.８８±０.８０ｃ ３.６０±０.８３ｂꎬ∗ ２.４５±０.３７ｃꎬ∗∗

活 １２ ４.４３±１.１７ａ ７.４０±１.１３ｂꎬ∗∗ ５.７６±１.０７ｂꎬ∗∗ ３.７６±０.５１ｂ ３.３９±１.３４ｂꎬ∗∗ ２.７８±０.８２ｂꎬ∗∗

性 ２４ ４.６２±０.７３ａ ７.８１±１.２３ａꎬ∗∗ ９.０１±１.５６ａꎬ∗∗ ５.２１±１.１７ａ ５.４１±０.７２ａ ３.９１±１.０６ａ

２.２　 基因表达水平分析

各组斑马鱼胚胎 ＧＲ 基因 ｍＲＮＡ 的相对表达

量如图 １ 所示.与对照组相比ꎬ受到 ０.０５、０.１、０.５ 或

１ Ｇｙ 的辐照后ꎬ原肠胚期胚胎的 ＧＲ 基因表达显著

上调ꎬ分别上调至 １.１９ 倍、１.３４ 倍、１.２５ 倍和 １.２３
倍 ( ｐ<０.０１).但在 ０.０１ Ｇｙ 组ꎬ该时期胚胎 ＧＲ 基

因表达水平与对照组相比则没有显著的差异.

图 １　 不同发育时期(６~ ２４ ｈｐｆ)的
斑马鱼胚胎受到不同剂量的伽马辐照

(０.０１~ １ Ｇｙ)后 ＧＲ 基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ(ＧＲ) ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ

ｓｔａｇｅｓ (６~ ２４ ｈｐｆ) ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ
ｇａｍｍａ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ (０.０１~ １ Ｇｙ)

０.０１、０.０５、０.１ 或 ０.５ Ｇｙ 的辐照能显著诱导

体节期胚胎 ＧＲ 基因的表达ꎬ与对照组相比分别

上调至 １.７８ 倍、１.８３ 倍、３.５６ 倍和 １.６８ 倍 ( ｐ<
０􀆰 ０１).然而ꎬ受到 １ Ｇｙ 的辐照后ꎬ该时期胚胎 ＧＲ
基因表达水平与对照组相比则显著地下降了

７４􀆰 ９７％±２.４２％ ( ｐ<０.０５).

与对照组相比ꎬ受到 ０.０１、０.０５ 或 ０.１ Ｇｙ 的

辐照后ꎬ咽囊期胚胎的 ＧＲ 基因表达显著上调ꎬ分
别上调至 ２.４２ 倍、２.６８ 倍和 １.２５ 倍 (ｐ<０.０１).但
在 ０.５ Ｇｙ 组ꎬ该时期胚胎 ＧＲ 基因表达水平与对

照组相比则没有显著的差异.然而ꎬ受到 １ Ｇｙ 的

辐照后ꎬ该时期胚胎 ＧＲ 基因表达水平与对照组

相比则显著地下降了 ７１.４５％±０.８９％(ｐ<０.０１).

３　 讨　 论

伽马射线能够诱导生物体产生过多的活性氧

(ＲＯＳ) 物质ꎬ 如超氧阴离子 ( Ｏ􀅰
２ )、 过氧化氢

(Ｈ２Ｏ２)、羟自由基 ( ＯＨ􀅰 ) 和超氧化氢 ( ＨＯ􀅰
２ )

等[５] .过量的活性氧会引起体内氧化与抗氧化作

用失衡而出现氧化应激效应ꎬ这被认为是导致生

物体衰老和疾病的一个重要因素[１１] .因此为了对

抗氧化应激ꎬ生物体进化出一套完整的防御系统.
这一系统主要划分为两类:一是非酶促抗氧化剂ꎬ
包括还原型谷胱甘肽 (ＧＳＨ)、抗坏血酸 (ＡＳＡ)
等ꎻ抗氧化酶类ꎬ包括过氧化氢酶(ＣＡＴ)、谷胱甘

肽过氧化物酶(ＧＰｘ)、谷胱甘肽还原酶(ＧＲ)、抗
坏血酸过氧化物酶(ＡＰＸ)等[１２] .

ＧＳＨ 是一种非常重要的非酶促抗氧化剂ꎬ它
可以在 ＧＰｘ 的催化下与过氧化物和自由基结合ꎬ
从而维持含巯基蛋白质的生物活性ꎬ而自身被转

化为氧化型谷胱甘肽(ＧＳＳＧ).另外ꎬ它可以参与

抗坏血酸—谷胱甘肽循环ꎬ实现 ＡＳＡ 的再生ꎬ从
而在保障 ＡＰＸ 清除 Ｈ２Ｏ２ 的过程中起到重要的作

用[１３] .ＧＲ 是一种重要的内源性抗氧化酶ꎬ它可以

催化 ＧＳＳＧ 还原为 ＧＳＨ.ＧＲ 主要分布于胞浆及线

粒体内ꎬ而 ＣＡＴ 主要集中分布在过氧化物酶体

２２
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内.因此 ＧＲ 较 ＣＡＴ 分布更为广泛ꎬ从而成为了生

物体清除 Ｈ２Ｏ２ 最主要的途径[１４] .
为了研究伽马辐照对斑马鱼胚胎中 ＧＲ 活性

以及基因表达的影响ꎬ本实验用不同的辐照剂量

(０.０１、０.０５、０.１、０.５ 和 １ Ｇｙ)分别对三个发育时

期(原肠胚期、体节期和咽囊期)的斑马鱼胚胎进

行了辐照处理.分析了 ＧＲ 的活性ꎬ并采用荧光实

时定量 ＰＣＲ 技术(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测了 ＧＲ 基因的

表达水平.结果显示ꎬ伽马辐照以剂量依赖的方式

调整斑马鱼胚胎 ＧＲ 的活性及其基因的表达.随
着辐照剂量的增加ꎬＧＲ 的活性及其 ｍＲＮＡ 的相

对表达量呈现先升高后回落的趋势.并且咽囊期

胚胎 ＧＲ 活性及基因表达水平明显高于其他时期

的胚胎.
在低剂量(０.０１ Ｇｙ 和 ０.０５ Ｇｙ)组ꎬＧＲ 基因的

表达水平以及酶活性提升很快.这表明ꎬ斑马鱼胚

胎可以通过上调 ＧＲ 基因的表达ꎬ来增加谷胱甘

肽还原酶的合成ꎬ从而提高对伽马射线的防御能

力.研究发现 ｋｒｙｐｔｏｌｅｂｉａｓ ｍａｒｍｏｒａｔｕｓ 胚胎受到伽

马辐照后也曾出现过类似的结果[１５] .但在高剂量

(０.５ Ｇｙ 和 １ Ｇｙ)组ꎬＧＲ 基因的表达水平仅有略

微增长ꎬ甚至出现了下降的趋势ꎬ酶活性的变化趋

势与其基本一致.这表明ꎬ斑马鱼胚胎抵抗伽马射

线的能力是有限的ꎬ高剂量的辐照可能对 ＧＲ 基

因造成了不可逆转的损伤ꎬ从而降低了该基因的

转录水平ꎬ进而影响 ｍＲＮＡ 翻译为蛋白质等环节.

４　 结　 论

ＧＲ 是一种可以对伽马辐照作出早期预警的

生物标志物.斑马鱼胚胎可以通过上调 ＧＲ 基因

的表达ꎬ来增加谷胱甘肽还原酶的合成ꎬ从而提高

对伽马射线的防御能力ꎬ但这种反应和调整是有

限度的.咽囊期的斑马鱼胚胎比其他两个时期的

胚胎对伽马射线的防御能力更强.
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