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阿特拉津对泥鳅性腺及性别分化相关基因的影响

王坡，王芳，张瑞华，梁婷婷，常重杰，杜启艳

(河南师范大学生命科学学院，河 南 新 乡 453007)

摘 要 ：以泥鳅为材料，首先确定了阿特拉津对泥鳅的急性毒性.在此基础上采用组织学切片和实时荧光定量 

PCR(qRT — PCR)的方法研究了阿特拉津长期处理对泥鳅性腺形态和性别分化相关基因表达模式的影响，以期准确 

评估阿特拉津的环境毒性和对水生生物生殖发育的作用.结果表明：阿特拉津对泥鳅的24 h、48 h、96 h 的半数致死 

浓度（LC5。）分别为31. 60 mg/L、26. 82 mg/L、18. 98 mg/L ，安全质量浓度（SC)为 5. 8 mg/L.随着阿特拉津浓度的增 

加和处理时间的延长，泥鳅的死亡率明显的升高.通过组织学研究发现高浓度的阿特拉津（2. 68 mg/L)处理泥鳅 

21 d能够抑制泥鳅精巢精子的发生，促进卵巢细胞的发育.同时 qRT — P C R 结果显示：与对照组相比不同剂量的阿 

特拉津（2. 68 mg/L , 0.268 mg/L , 0.0268 mg/L)能够显著的诱导细胞色素P450芳香化酶基因（〇^19a)，类固醇生 

成因子G/1)的表达，对 抗 缪 勒 氏 管 激 素 有 显 著 的 抑 制 效 应 .因 此 ，阿特拉津对泥鳅有明显的外源雌激素效应；

通过干扰类固醇激素合成基因的表达影响生殖细胞的生成；也通过某种未知的机制干扰性别分化上游基因的表达， 

从而影响性腺分化.
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阿特拉津(atrazine)是三氮苯类除草剂，主要用于林果地和玉米田中杀灭一年生禾本科杂草和阔叶杂草 

的防治[1].自 20世 纪 50年代在世界范围内广泛推广应用以来，在各个国家使用的面积不断扩大.在我国中 

南部的丘陵和山区地带，通常把玉米和水稻一起种植，在地势较高处种植玉米，在地势低洼处种植水稻，因此 

阿特拉津施人玉米田后就可能会经雨水冲刷进人到稻田中，从而对水稻造成一定的药害[2].近年来，有部分 

研究人员报道在地表水体如湖泊、池塘以及河流中检测到出阿特拉津；同时，由于阿特拉津性质稳定，不易降 

解 ，残效期长，其可能的生态效应受到了人们的高度重视.而因其又具有内分泌干扰作用的特点，因此受到了 

人们的广泛关注[3].赛林霖[4]等用阿特拉津暴露青潘鱼后发现阿特拉津可以导致青潘发育畸形，其精巢发育 

迟缓，并出现雌雄同体现象.因此，阿特拉津可能的环境激素效应有可能对水生生物和人类健康构成潜在的 

威胁.Sara[5]等认为阿特拉津之所以能够对哺乳动物的生殖和鱼类性别分化产生影响，是通过影响下丘脑- 

垂体-性腺（H P G )轴中一些基因的表达产生的.

在哺乳动物中由于Y 染色体上的性别决定基因S R Y 决定了雌雄个体的形成.鱼类是低等脊椎动物，全 

世界大约存在20 000余种不同的鱼类，到目前为止，除了在少数物种中发现了性别决定基因之外，在绝大多 

数鱼类中均未发现类似S R Y 这样的基因.与其他脊椎动物相比，鱼类的性别决定机制更加复杂多样.在部分 

鱼类性腺分化过程中，遗传因素起着决定性作用；在另外一些鱼类中，性别决定和性别分化则主要由环境因 

素决定，这些环境因素包括温度、p H 、种群密度、光线、食物供应和外源激素等[6_9].随着人类社会的发展，各 

种新合成的化合物层出不穷，鉴别化学物质是否是环境内分泌干扰物质（Endocrine D isrup ting Chemicals, 

EDCs)，对于生态环境的人类健康都具有重要意义.由于鱼类性腺分化的可塑性和多样性使得鱼类成为研究
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环境雌激素效应的最合适材料.

泥嫩(M iigw rw w5 awgwiZZicaMiiaiM5)是一种小型鱼类，属鱼纲、趣形目、嫩科、泥嫩属，广泛分布于东亚的 

大部分地区，在稻田、池塘、河流及湖泊等水体都是极常见的鱼类，具有一定的经济价值.目前，随着现代农业 

的发展，在稻田中套养泥鳅成为一种广受欢迎的生态种养殖模式.室内条件下又极易饲养，常常作为水生生 

物试验材料使用[1°].本研究以泥鳅为材料，通过检测阿特拉津对泥鳅的急性毒性和内分泌干扰效应，为生产 

实际中阿特拉津的科学使用提供科学的依据；同时对于理解阿特拉津对水生生物性腺发育作用的分子机制 

提供了一定的理论依据.

1 材料与方法

1 . 1 实验动物与试剂

本实验所用泥鳅300尾 ，购自河南省新乡市农贸市场，挑选发育正常、体 长 10. 5〜12. 5 cm，体 重 13〜 

15 g/尾的个体，暂养在本实验室养殖基地，进行 7 d 的驯养.

m R N A 提取试剂盒、反转录试剂盒以及荧光定量试剂盒均购自T a K a R a宝生物工程（大连）有限公司. 

阿特拉津购自上海源叶生物科技有限公司.本实验所用的其他试剂均为分析纯或超级纯.

1 . 2 阿特拉津试验浓度的确定

参照毒理学的方法，在预试验的基础上找出阿特拉津使泥鳅在96 h 内全部存活的最高染毒浓度和全部 

死亡的最低染毒浓度，确定试验浓度区间.正式试验按照等对数间距将阿特拉津的质量浓度分别设置为 

17. 00 m g/L 、20. 40 m g/L 、24. 48 m g/L 、29. 38 m g/L 、35. 25 m g /L  等 5 个试验组和 1 个空白对照组，每组 

均随机投放1 0尾健康泥鳅，每 24 h 更换 1 次等体积、等质量浓度的阿特拉津稀释液.观察记录泥鳅24 h、 

48 h 、72 h 、96 h 的死亡数量以及中毒和死亡症状，及时清除死亡个体，实验重复3 次.采用改进寇氏法(K a r- 

ber)[11—12]来计算阿特拉津对泥鳅的半致死浓度(X C 50) •计算公式：lg Z X 50 =  “ S  P — 〇• 5)，式 中 为

死亡组最大剂量的对数，z 为相邻组浓度对数之差，P 为各组的死亡率，S  P 为各组死亡率的总和.按T u ra- 

bell 公式计算安全浓度（SC)[13] :SC =  L C 5„(48 h)X 0.3/[L C 5„(24 h)/L C 5„(48 h)]2.

1 . 3 阿特拉津对泥鳅性腺影响的组织学实验及性别分化相关基因表达分析

根据急性毒性试验所测的阿特拉津LC 5。值 ，取 其 LC 5。值的1/1000、1/100、1/10依次分别作为低、中、 

高 3 个浓度组，即阿特拉津(0. 026 8 m g/L 、0.268 m g/L 、2. 680 mg/L ) 3个处理组.在配制实验用阿特拉津 

时，以丙酮作为助溶剂，同时设溶剂对照组和空白对照组.每个处理组投人泥鳅2 0尾 ，并设一平行.为了保证 

阿特拉津的浓度，每隔2 d 更换全部的实验用水，在实验期间每日早晚喂食.在0,7，14,21 d 分别从各处理组 

中取雄鱼和雌鱼的脑和性腺，做基因表达分析;取泥鳅的精巢和卵巢做组织学分析.

1.3. 1 组织学观察常规石 蜡 切 片 ，解剖取出精巢和卵巢，用多聚甲醛在室温下固定24 h ，然后经过梯度 

浓度的乙醇脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，进行常规石 蜡 切 片 ，切 片 厚 6 p m ，H E 染色，在正置显微镜（0- 

L Y M P U S )下观察并拍照记录.

1 . 3 . 2 性别分化相关基因表达分析对每个处理阶段所取的样品提取总R N A ，利用分光光度计测定R N A  

的总浓度.取1 吨 总 R N A ，反转录合成 c D N A，一2(K C 保存.参照Real-tim e P C R 的方法使用L igh tC yc le r 

9 6进行实时定量 P C R 实验.基因特异性引物，参照之前我们实验室研究所得到的泥鳅基因序列和Gene- 

bank 数据库已发表的泥鳅基因序列 ，利用 P n m er6. 0( 表 1) 设计特异性引物，具体引物序列见表 1. 选择 |3 — 

a c tm 作为内参基因，之后进行荧光定量P C R 并 记 录 该 基 因 的 表 达 数 据 . 最 后 采 用 相 对 定 量 分 析 方  

法[14]对所有实验数据进行分析.计算公式：m R N A 相对表达量=  =  [C,(目的基因）一C,(内参基

因）] 实 验 组 _  [C,(目的基因）一C,(内参基因）]对 照 组 •

1 . 4 数据分析

利用 SPSS 16. 0 软件对所有数据进行单因素方差分析（One-way A N O V A )和 Graphpad Prism 6. 0 进 

行作图，用最小显著差数法（LS D)进行多重比较，P <0. 0 5 为差异显著，P <0. 0 1为差异极显著.
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表 1 检测泥鳅转录表达水平 Real-time P C R 所用引物

基因名称 引物序列  Prim er sequence ( 5'_  3') 扩增片断长度 /bp

c y p l 9 a F orw ard： GACAGCCAGCAACTACTACAAC 

R everse： ACACATGATACACAGCAGAAGAC

107

s f l Forw ard ： GGACTACTCCTACGATGAAG 

R everse： CGCTGGGTCTTGTCTATCTGA

183

a m h F orw ard： AGAGCAGTCAGAGCGGATG 

R everse： GAGGATGGCGTGGTTGTTG

171

fS—a c l i n F orw ard： GGCATCACACCTTCTACAA 

R everse： CATCACCAGAGTCCATCAC

216

2 结果与分析

2 . 1 阿特拉津对泥鳅的急性毒性

阿特拉津对泥鳅的急性毒性试验结果列人表2.阿特拉津对泥鳅24 h 、48 h 、96 h 的 L C 5。分别为 31. 60 

m g/L 、26.82 m g/L 、18.98 m g/L ，S C 为 5.8 mg/L .在试验过程中发现试验组泥鳅行为异常，急促游动，而在 

高浓度试验组中异常现象更为明显，经过一段时间之后泥鳅开始出现反应迟钝，身体不规则弯曲，平衡能力 

丧失，出现腹面上翻，身体僵直，最后死亡.同时由表2 可以看出，在同一浓度组中，阿特拉津处理时间长时， 

泥鳅的死亡率较高；同一时间段内，高浓度组中泥鳅死亡率明显升高.因此，泥鳅的死亡率与阿特拉津的浓度 

呈明显的时间剂量效应关系.

表 2 阿特拉津对泥鳅的急性毒性试验结果

死亡率 /%

17. 00 
20. 40 
24. 48

0

29. 38 
35. 25 100 100

2 . 2 阿特拉津处理泥鳅后的性腺组织形态学观察

在本研究中，处理 7 d 和 14 d 时，在泥鳅的卵巢和精巢组织中，未见明显的形态学变化.在处理21 d 高 

浓度组中，雌性卵巢与对照组相比，观察到闭锁卵泡以及增多的初级卵母细胞（如 图 1(b )黑色箭头所示）.虽 

然组织学切片显示在所有雄性个体性腺中没有发现出现卵巢样特征，但是我们发现处理后的精巢与对照组 

相比，其小叶间间质的空隙逐渐增多（如图 1(d)蓝色箭头所示），生精小管形状不规则并出现空腔（如图 1(d) 

黄色箭头所示），支持细胞（如图 1(c)和图 1(d)红色箭头所示）和精子数量显著减少，精巢的功能出现损伤. 

2.3 阿特拉津对 s/1 , c；y_^19a 和 a m /i基因 m R N A表达的影响

为了探讨阿特拉津对泥鳅性腺分化影响可能的分子机制，我们选择对性腺分化和发育关键基因" 1 、 

〇^19a 和 a m A 等三个基因，检测了阿特拉津处理对它们表达的影响.

阿特拉津对V I  m R N A 表达的影响如图2 所示：在雄鱼脑中，5/1的 m R N A 表达与对照组相比没有显 

著性改变，然而在精巢中，所有处理组 s/ 1 的表达均以浓度依赖性的方式增加并呈极显著差异.对于雌鱼，研 

究发现除了在处理7 d 的脑中没有显著性改变之外，在处理期间其余浓度组的脑和卵巢中5/ 1的 m R N A 表 

达均出现极显著上调.

阿特拉津对〇^19a m R N A 表达的影响如图3 所示：在脑中，无论雄性还是雌性〇^19a 的表达均以浓 

度依赖性的方式显著上调.在精巢中，整个处理期间除了低浓度组（0.026 8 mg/L )〇^19a m R N A 的表达没



112 河南师范大学学报(自然科学版) 2017 年

有出现显著改变外，其 余 各 处 理 组 m R N A 的表达均极显著上调.在卵巢中，除了低浓度组处理7 d 

时 m R N A 的表达与对照组相比没有表现出显著性差异外，其 余 各 处 理 组 m R N A 的表达均 

升高，且具有极显著差异.

阿 特 拉 津 对 ^^ m R N A 表达的影响如图4 所示：无论是在雄性还是雌性的脑中，与 的 表 达 相  

反 w m /z 的表达在各个时间段和浓度组中与对照组相比均表现出极显著下调.在精巢中，除了在第7 d 和低 

浓度组第14 d 处理的时候没有表现出显著性差异外，第 14 d 中高浓度组(0. 268 mg/L 和 2. 68 m g/L )中 

的表达均表现出了显著性下降，第 21 d 所有浓度组 中 ^ /z 的表达都出现了极显著下调._&在卵巢中 

的表达与在精巢中有类似的表达模式，阿特拉津处理后各个浓度组均出现极显著下调.

注 ：（a)对照组卵巢；（b)阿特拉津处理21 d时的卵巢，黑色箭头指示初级卵母细胞；（c)对照组精巢，红色箭头指示支持细胞; 

(d)阿特拉津处理21 d时的精巢，蓝色箭头指示小叶间空隙，黄色箭头指示生精小管，红色箭头指示支持细胞.

图1 21 d 阿特拉津暴露下泥鳅对照组与处理组泥鳅的性腺组织学切片

3 讨 论

本研究以泥鳅为实验材料，首先检测了阿特拉津对泥鳅的急性毒性作用.根据中国《化学农药环境安全 

评价试验准则》[15]的评价标准，当农药对鱼类96 h 的 LC5(3> 1 0  mg/L 时，说明该农药对鱼类属于低毒.由本 

试验结果可知，阿特拉津对泥鳅96 h 的 Leg。为 18. 98 mg/L ，说明阿特拉津对泥鳅为低毒.这与孟顺龙@]等 

对阿特拉津中鲫鱼的研究结果一致.急性毒性实验结果表明，随着阿特拉津浓度以及处理时间的增长，泥鳅 

的死亡率随之升高，但由于阿特拉津不易溶于水，其又属于低毒所以在野外环境中，可能对鱼类并不产生明 

显的急性毒性效应.这样，在低浓度阿特拉津存在的情况下，鱼类能够存活较长的时间，可能就会造成慢性的 

功能性损伤.邢厚娟发现阿特拉津及其代谢物可以在鲤鱼的肝脏中高度积累，而 韩 英 等 发 现 阿 特 拉 津  

处理后鲤肝脏组织中阿特拉津残留量随着时间逐渐降低，在鲤鱼肝脏中无富集作用.两者的研究结果不同， 

可能是由于韩英处理鲤鱼的时间较长，由于处理时期的延长，鱼体自身产生了较强的适应性，肝脏的解毒能
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■ (a ) 国 7 d 国 14 d 国 21 d

(a) 画 7 d ■  14 d ■  21 d

- ( b ) 国7 d 圓 14 d 国 21 d

control 26. 8 y g/L 268 p g/L 2680 u g/L

control 26. 8 u g/L 268 u g/L 2680 p g/L

Dontrxjl 26. 8 u g/L 268 g/L 2680 u g/TL contr®! 26, 8 u g/L 268 u g/L 2680 u g/L

注“a)雄性大脑；（b)精染；（c)雌性人脑；（d)卵 集 . 以 作 为 内 参 ，对基W的衣达水平进行标准化.基W衣达 

水平农水为•:个通釔的T 均值土S. K. i丄4 及尔暴露组与对照组之间具有M 著性差异:扑<〇. 〇5, # P<0. 01.
图3 阿特拉津对泥鳅大脑和性腺中cypl 9a表达的影响

除了阿特拉津的毒性作用，它还是一种环境雌激素类物质，作为|种内分泌干扰物，它可以影响动物的 

生殖发育[19].在本研究中我们用阿特拉津处理泥鳅21 d ，组织学切片虽然没有发现雄性性腺出现雌性化特

注 ：(a)雄 性 大 脑 ；（b)精 巢 ；（C)雌 性 大 脑 ；（d)卵 巢 . 以 0 -acUri作 为 内 参 ，对 某 w 的 农 达 水 平 进 行 标 准 化 .基 因 表 达  

水 〒 衣 >」〈•为 •:个 笊 站 K. M兮 表 尔 菇 滿 组 心 別 照 组 之 间 有 显 著 性 斧 异 IM O .  05,林 /，<0. 0L.

图2 阿 特 拉 津 对 泥 鳅 大 脑 和 性 腺 中 sfi表达的 影 响

力也大大的增强.不过两人的研究结果都说明了鱼类可以通过细胞色素P4 5 0酶系统将阿特拉津转化和降 

解，而且细胞色素P4 50酶系统可以用作一个有效的指标检测有毒物质对水生生物的毒害_18].
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control 26* 8 ug/L 268 ug/L 2680 u g/L

(a) |14 d H 2 1  d

I

I  i ；; i ： I  -
eontrol 26. 8 v- g/L 268 u g/L 2680 u g/L

(b) ■  7 d ■  M  d ■  21 d

control 26. 8 u g/L 268 u g/L 2680 v- g/L

征，但是我们发现阿特拉津处理后的精巢与对照组相比，其小叶间间质的空隙逐渐增多，支持细胞和精子显 

著减少，干扰其正常功能的发挥.在阿特拉津处理后的卵巢与对照相比，观察到初级卵母细胞数量的增多，说 

明在一定程度上促进了卵巢的发育.有研究表明用阿特拉津处理成年雄性非洲爪蟾发现阿特拉津抑制雄性 

交配行为，抑制睾酮和精子的产生，降低生殖能力，而且暴露组中有10K 发育成为具有雌性性征和生殖功能 

的雌性个体在石首鱼中发现阿特拉津可以通过受体介导的机制，结合孕激素膜受体来抑制孕激素，调节 

卵细胞的成熟[21更有研究人员发现阿特拉津对雄性性腺的影响在整个脊椎动物亚门中几乎是一致的，用 

阿特拉津暴露的雄性硬骨鱼[213,两栖动物[_ ，爬行动物[2~和哺乳动物的性腺都丧失部分或全部的雄性  

特征，包括睾丸形态减小，支持细胞数目减少，精子生成降低以及雄激素产生减少等，并向雌性化发育[25].最 

近的一份研究提供的证据支持阿特拉津作为内分泌干扰物造成成年斑马鱼生殖功能障碍和引起相关的分子 

改变并且会造成它们的后代胚胎发育中形态发生变化[26].不过对于哺乳动物有研究证明不论阿特拉津还是 

其代谢物在剂量水平上并不会对大鼠或者兔子的生殖以及胚胎造成显著性的影响[®’283,

注：（a)雄性大脑；⑻ 精 巢 ；（C)雌性人脑；（d)卵巢.以e -actiri作为内参，对基W的衣达水平进行标准化.基因表达 

水T-表 & 为 •:个重釔的f 均倂土s. E. M兮表尔黎尜组々对照组之间抖有M著性差异:*/)<0. 05, **P<0, 0L

图4 阿特拉津对泥鳅大脑和性腺中aa/ii表达的影响

目前，尽管人们尚未完全揭示鱼类性腺分化的详细分子机制，但是已经确认了一些在此过程中起着十分 

重要作用的基因. a 的主要作用是把雄烯二酮或睾酮转变为雌酮或雌二醇[29]. C^>19 a 参与各种激素 

依赖性的调节过程包括性别分化、性行为、神经发育以及神经递质受体功能的调节等等对于鱼类的性别分 

化、卵巢发育和雌性性征的维持起十分重要的作用u°」.研究发现在一些人癌细胞系以及卵巢中，阿特拉津通 

过结合和抑制磷酸二酯酶来增加芳香化酶水乎,导 致 c A M P 水平升高，进 而 引 起 芳 香 化 酶 基 因 表 达  

水平升高，最终使雌激素水平升高[3U32]. S/ 1 也被称为肾上腺4 结合蛋白（A d4BP)，属于转录因子的核激素 

受体家族，其功能不仅包括调节类固醇激素合成酶基因和留类羟化酶基因等的表达，还可调节肾上腺和性腺 

中许多基因的表达[33].有研究表明在两栖动物脑组织中s/ 1 能 够 调 节 的 表 达 [34].此外，在许多物种 

中，在类固醇合成酶基因的启动子区域发现了可能的 s f l 结合位点，说明该基因也参与了内分泌的调 

节[35̂ 3.有研究发现作为 s f l受体的配体，阿特拉津能够直接与 s/ 1 结合，诱 导 s/ 1 依赖的芳香化酶启动子 

(A rP I I)激活，增强芳香化酶基因的表达.A m /z也叫缪勒氏管抑制物，属于转化生长因子(3(T G F —(3)超家族， 

其主要生成位置包括原始睾丸的支持细胞和卵巢的颗粒细胞，调节卵泡的发育，与缪勒氏管退化有关#].在
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a m A基因的调控序列上发现了 5/ 1结合位点，因此5/1可以直接调控 a m A基因的表达，并控制雄性发育所 

需要的睾酮和am/!的生成[38’39].正是由于这些基因具有不同的功能，以及与其他基因相互作用从而维持了 

机体内内分泌系统的稳定.

本实验研究发现用阿特拉津处理泥鳅后，雄性脑中 s/ 1 没有表现出显著改变，而在精巢以及雌性脑和卵 

巢中 5/1水平均显著升高，推测其原因可能是泥鳅雄脑中5/1基因对阿特拉津并不敏感.C y p l k 的表达水 

平除了在精巢中低浓度组中没有显著性改变之外，在中高浓度组中在精巢和卵巢中，其表达均显著升高，推 

测 其 原 因 可 能 是 在 精 巢 中 的 表 达 本 底 水 平 就 比 较 低 ，而低浓度组不足以诱导其水平的升高.不过总 

体实验结果说明了阿特拉津可以显著诱导泥鳅体内V I 和 的 表 达 ，进而增强芳香化酶的活性，使体 

内雌激素水平升高.在阿特拉津对牛蛙蝌蚪的研究中，发 现 1 p g / L 和 100 p g / L 阿特拉津能够诱导其脑中 

0 ^ 1 9  m R N A 的转录水平升高，而且在阿特拉津处理的个体中〇^19和5 / 1的表达呈现明显的正相关[4°]. 

对于 am/!基因，研究发现除了精巢中7 d 处理的时候其表达没有表现出显著性差异外，其余各处理组无论 

雄性还是雌性其表达均极显著下调.虽然5/ 1能直接调控 am/!基因的转录，但 5 / 1因子本身并不能激活 

am/!基因的表达，这表明5/1因子只有与支持细胞特异性配体或是辅助分子相互作用才能发挥作用.有报道 

称，w :r 9 和 5/1能够相互作用共同影响a m A基因的表达[41].阿特拉津处理泥鳅后，泥鳅体内雌激素水平升 

高，抑制相关雄性基因的表达，这也就说明了尽管" 1 的水平升高，但 是 并 不 能 促 进 基 因 的 表 达 .正 是  

由于阿特拉津处理导致〇^1化和5/1基因的上调，a m A基因的下调，导致泥鳅体内雌激素水平升高，进而 

从分子水平上帮助我们了解组织学变化的机制即阿特拉津处理抑制泥鳅精巢精子的发生，促进卵巢细胞的 

发育.

近年来，国内外有许多关于阿特拉津对哺乳类动物肝脏毒性，类固醇激素合成和性腺发育的研究[42]，而 

对鱼类等低等生物的研究报道还不多，尤其是对鱼类生殖系统造成的影响更是鲜有报道.阿特拉津作为一种 

农药类环境雌激素物质，可以通过许多途径进人到水体环境中，这样对鱼类的生殖系统造成的影响是不能忽 

视的[43].而对于阿特拉津的内分泌干扰作用，以及作用于鱼类的分子机制目前仍不清楚.无论是作为农药产 

生的毒性作用，还是作为雌激素类物质产生的内分泌干扰作用，都需要进一步研究，以准确评估使用阿特拉 

津所带来的水生态环境风险.
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Effects of Atrazine on Sex Differentiation and Expression 
Pattern of Related Genes in Loach

Wang Po,W ang F ang, Zhang R uihua, Liang T in g tin g , Chang Zhong jie, Du Qiyan

(College of Life Sciences» Henan Normal University, Xinxiang 453007,China)

Abstract ： We used loach as experimental materials to confirm the acute toxicity of atrazine firstly. In order to correctly 

estimate the environmental toxicity of atrazine and the effects on aquatic organisms reproductive development, we explored the 

long-term treatment effects of atrazine on gonad shape and sex differentiation related gene expression by histology and real-time 

quantitative PCR (qRT-PCR). On the basis of acute toxicity experiment, the experimental results showed that：24 h, 48 h and 

96 h LC5〇 of atrazine were 31. 60 mg/L, 26. 82 mg/L and 18. 98 m g/L ，respectively and the safety concentration (SC) was 5. 

8 mg/L. W ith the increase of concentration of atrazine and the extension of exposure time? the mortality rates of loach signifi­

cantly increased. We found that loach was exposed to high concentration of atrazine (2. 68 mg/L) for 21 d could inhibit the oc­

currence of spermatogenesis and promote the development of ovarian cells by histological experiments. At the same time, the 

results of qRT-PCR showed that： different doses of atrazine (2. 68 mg/L, 0. 268 mg/L, 0. 0268 mg/L) could significantly pro­

mote the expression of cytochrome P450 aromatase gene { c y p l ^ a)  , steroidogenic factor ( 5 / I )  in comparison with the control 

group, and had a significant inhibitory effect on Anti-Mlillerian hormone (amh).  In conclusion, atrazine had obvious acute toxic 

effects on loach and also had function of exogenous estrogen to inhibit a male sex key gene amh and promote the expression of 

ovarian marker gene cypl 9a.  Therefore? atrazine had significant exogenous estrogen effect produced on loach. It affected the 

production of germ cells by disturbing the expression of steroidogenic genes. It also interfereed with the expression of upstream 

genes in sex differentiation by some unknown mechanism, which can affect the differentiation of gonad.

Keywords： atrazine； loach； acute toxicity； c y p l 9 a ； 5 / I  ； amh
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Synthesis and Fluorescent Properties of 2 alkylthio 5 [5 phenyl 1H
pyrazole 3 yl] l , 3 , 4  oxadiazole Derivatives

Wang Z h ilin g , L i Yong

(College of Chemistry and Environment, Henan Institute of Education, Zhenzhou 450046, China)

Abstract： Based on the starting material 5~phenyl—1H _ pyrazole- 3~ carbohydrazide by cyclization and thioetherifi- 

cation five novel 2 — alkylthio — 5 — (5 — phenyl — 1H — pyrazole — 3 — yl) — 1 ,3 ,4 — oxadiazole derivatives were synthesized. 

Their structures were characterized by IR and 1 H NMR. Its UV absorption spectrum and fluorescent properties were investiga­

ted. The results indicates these compounds have good fluorescent properties, and the maximum emission wavelength is in 344 — 

347 nm range.

Keywords： pyrazole； 1,3,4 — oxadiazole； synthesis； spectrum properties
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