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镉诱导金属硫蛋白在华溪蟹组织中的表达
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摘要：采用体外暴露染毒法，研究了不同浓度与时间条件下，镉诱导河南华溪蟹（ 1#$(2(3+4($ "%$+$%$&%）
金属硫蛋白（*+,-../,01/2+12，34）在肝胰腺、肌肉、鳃和卵巢中的表达差异。镉浓度分别为 "、5$6( *789、!:
*789和 (& *789；处理时间依次为 5 ;、% ;和 ( ;。利用镉血红蛋白饱和法和火焰原子吸收分光光度法
（<<=）测定 34的蛋白含量。结果显示，用不同的染毒浓度和处理时间，镉在组织中诱导产生 34的含量
有较大差异，其中肝胰腺 34的诱导量最大，变化规律也最明显；肌肉中也有较大量 34的表达；而鳃和
卵巢 34的诱导量均较低。此外，本文分析了镉的浓度与时间梯度对诱导 34表达的影响与毒性效应机
制。结论：组织不同，染毒浓度及时间不同，镉诱导34的表达也不同，具有一定的组织差异性和规律性。
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水污染是当今人类社会面临的最为紧迫的

问题之一，其中尤以镉污染最为突出。镉是一

种人体非必需微量元素，对机体的毒性作用表

现在多个方面，毒性作用机制也非常复杂［5］。

王兰等系统研究和报道了镉在华溪蟹组织中的

积累及对组织器官的毒性作用、生殖系统超微

结构改变和酯酶同工酶的影响［! ’ &］，基本阐明

了镉对淡水蟹的毒性作用途径与可能机理。动

物实验表明，对水环境造成污染的重金属多数

能诱导水生动物肝、肾、脑等组织中 34
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成的增加。!"是一类广泛存在于生物体内、低
分子量、富含半胱氨酸、能被多种金属诱导的金

属结合蛋白，对重金属具有解毒作用。!"参与
微量元素的贮存、运输和代谢，参与激素和发育

的调节，增强机体对各种刺激的适应，消除体内

自由基［#］。已有资料表明，!"是影响镉毒性作
用的重要因素之一［$%］。由于水生动物体内 !"
与水环境和体内组织中的重金属之间有显著的

相关性，因而 !"可作为一种指示水环境重金
属污染物暴露和毒性效应早期警报的主要标识

物［$$］。对 !"的深入系统研究，不但有利于水
环境污染的监测，而且有利于阐明其诱导机理

和对重金属的解毒机制。溪蟹终生栖息于淡水

中，作为甲壳纲、十足目的一个特殊分支，其 !"
的研究目前尚属空白［$&，$’］。溪蟹作为水体基底

层的代表物种，是极好的指示生物。

本文通过体外暴露镉染毒诱导，研究了不

同浓 度 和 诱 导 时 间，!" 在 河 南 华 溪 蟹
（!"#$%$&’($# )*#’#*#+*）组织器官中表达含量的
差异，旨在为综合客观地评价水体质量与安全、

确定水环境重金属污染程度提供科学依据。

! 材料与方法

!"! 实验材料 河南华溪蟹于 &%%(年 ’月购
自太原市五龙口水产批发市场，置实验室水族

缸中暂养 ) *以上，实验前 &+ ,停止投饵。实
验时随机选取活动正常、反应灵敏、体重基本一

致的个体［（$#-’’ . ’-’&）/］随机分组。
!"# 实验方法
!"#"! 染毒与处理 实验采用体外暴露镉的
方法，对河南华溪蟹进行染毒［$+，$(］。实验分对

照组和处理组，对照组用去离子水培养；处理组

用镉浓度分别为 $+-( 0/12、&# 0/12和 (3 0/12
（以 4*45&·&-(6&7 配制）的溶液处理，每组 &%
只个体，且均设平行。分别在镉染毒 $ *、’ *和
( *，取各浓度组个体，用去离子水冲洗干净，每
组解剖 (只，分别取鳃、肝胰腺、卵巢和肌肉，称
重后测定 !"含量。
!"#"# !" 含量测定 采用镉血红蛋白饱和
法［$8，$)］并略加改进。每克湿组织加 + 05 "9:;<

645缓冲液（=6 3-8%，%-%$ 0>512），冰浴匀浆。
匀浆后于 $& %%% /，+?离心 $( 0:@。取上清液
%-( 05，加入 %-( 05 &% 0/12的 4*45& 溶液，混合
后室温放置 ( 0:@，加入 %-& 05新配制的 &A（B1
C）牛血红蛋白充分混匀，冰浴 ( 0:@ 后于沸水
浴加热 & 0:@，冷却后于 $% %%% /，+?离心 $%
0:@。重复加血红蛋白以后的步骤 & 次。上清
液消化后，通过火焰原子吸收法测定镉含量，再

按照每分子 !"结合 8个镉原子换算成 !"的
含量。

!"含量计算：!"含量（!0>51/）D 4*含量
（!/1/）1$$&-+18
以上公式中 4* 的含量（!/1/）D 上清液中

4*浓度（!/105）E (（05）F组织质量（/）
!"$ 试剂与仪器 "9:;<645 缓冲液（=6 3-8%，
%-%$ 0>512）；硝酸（优级纯，北京化工厂）；高氯
酸（优级纯，天津东方化工厂）；牛血红蛋白

（GHI!J公司）；标准镉溶液 $%% 0/12（国家环境
保护总局标准样品研究所）；高速冷冻离心机

（KLLKMN7OP (3%+O）；火焰原子吸收分光光度
计 JJ<8’%%（日本 G6H!NQR）。
!"% 数据分析 实验所得数据用统计学方法
处理。数据结果均以平均值 .标准误表示。各
浓度组与对照组用双尾 &<检验进行比较，, S
%-%(被认为有显著差异；, S %-%$ 被认为有极
显著差异。统计分析应用 KTUV5 &%%&软件。

# 结 果

#"! 镉诱导河南华溪蟹 &’表达的时间(效应
关系 由图 $可见，低剂量镉（$+-( 0/12）诱导
’ *和 ( *后，河南华溪蟹肝胰腺 !"蛋白含量
明显高于对照组（, S %-%(，, S %-%(）；’ *时达
到最大值，( *时又有所降低，表现出先升高后
又略有降低的变化趋势。肌肉、鳃中 !"蛋白
变化趋势在 $ *、’ *同肝胰腺的大致相同，且肌
肉 $ *和 ( *组与对照组相比有显著差异（, S
%-%(，, S %-%(），鳃 ’ *组与对照组相比有极显
著差异（, S %-%$），( *组与对照组相比有显著
差异（, S %-%(）。卵巢 !"蛋白含量未见明显
变化。
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图 ! 低剂量（!"#$ %&’(）镉诱导河南华溪蟹
)*含量的时间+效应关系

,-&.! */0 01234560 7-%0 088097 38 :;（!"#$ %&’(）
3< )* 93<70<74 -< ! . "#$%$#$&#
与对照组相比!!! ! "#"$，!! ! "#"%；

&：肝胰腺；’：肌肉；(：鳃；)：卵巢；下图同。

! ! ! "#"%，!! ! ! "#"$，*)’+,-./ 0) 1)20-)3 (-)4+；

&：&.+,0)+,21-.,5；’：’4513.；(：(633；)：)7,-8；

9&. 5,’. :.3);<

图 = 中剂量（=> %&’(）镉诱导河南华溪蟹
)*含量的时间+效应关系

,-&.= */0 01234560 7-%0 088097 38
:;（=> %&’(）3< )* 93<70<74 -< ! . "#$%$#$&#

图 =显示，中剂量镉（=> ’(?@）诱导 $ /、%
/后，河南华溪蟹肝胰腺 A9蛋白含量随染毒时
间的延长而逐渐增加，% / 时达到最高
（"#"== "BC!’)3?(，为对照组肝胰腺 A9的 $#%C
倍，! ! "#"%）。肌肉和鳃 A9含量大体上保持

逐渐降低的趋势，但变化不甚明显。卵巢 A9
蛋白含量未见明显变化。

观察图 D发现，高剂量镉（%B ’(?@）诱导 $
/、D /、% /后，河南华溪蟹肝胰腺 A9含量明显
高于对照组（! ! "#"$，! ! "#"%，! ! "#"$），$ /
即达到最大值（为对照组肝胰腺A9的 $#>>倍，
! ! "#"$），D / 有所降低，% / 又升高。肌肉和
鳃 A9含量变化趋势在 $ /、D /与肝胰腺基本
一致。但卵巢 A9含量没有明显变化。

图 ? 高剂量（$@ %&’(）镉诱导河南华溪蟹
)*含量的时间+效应关系

,-&.? */0 01234560 7-%0 088097 38
:;（$@ %&’(）3< )* 93<70<74 -< ! . "#$%$#$&#

=#= 镉诱导河南华溪蟹 )*表达的剂量+效应
关系 由图 E 可见，肝胰腺 A9蛋白含量随镉
浓度的增加而逐渐升高。当浓度为 %B ’(?@
时，肝胰腺 A9含量达到最大且明显高于对照
组（! ! "#"$）。肌肉和鳃中 A9蛋白水平变化
趋势与肝胰腺基本一致。卵巢 A9蛋白含量在
镉诱导 $ /内各染毒浓度组均未见明显变化。
图 %显示，肝胰腺 A9含量随染毒浓度的

加大出现先升高后降低，最后又升高的趋势。

当浓度为 => ’(?@时，A9含量虽有降低但依然
比对照组高。肌肉 A9含量变化与肝胰腺的相
似，而鳃 A9含量变化不规律。卵巢 A9与对照
组相比无明显的差异。

观察图 F发现，肝胰腺 A9蛋白含量随镉
浓度的加大而升高（D 个处理浓度分别为对照
组肝胰腺 A9的 $#%C 倍、$#%C 倍和 $#CE 倍，!
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图 ! 镉诱导河南华溪蟹 " # $%含
量的剂量&效应关系

’()*! %+, #-., ,//,01 -/ -2,&#34 5#
16,317,21 -2 $% 0-21,21. (2 ! * "#$%$#$&#

图 8 镉诱导河南华溪蟹 9 # $%含量的
剂量&效应关系

’()*8 %+, #-., ,//,01 -/ 1+6,,&#34 5#
16,317,21 -2 $% 0-21,21. (2 ! * "#$%$#$&#

! "#"$、! ! "#"$、! ! "#"%），但不同染毒浓度
组之间增幅并不大。肌肉和鳃中 &’含量变化
与肝胰腺的大体一致。卵巢 &’含量与对照组
比较无明显的差异。

:;9 镉诱导河南华溪蟹 $%表达的组织差异
性 由实验结果可知，镉诱导河南华溪蟹 &’
在各组织中表达含量不同，其中肝胰腺 &’表
达水平最高（"#"() *)!+,-./，为对照组肝胰腺

图 < 镉诱导河南华溪蟹 8 # $%含量的
剂量&效应关系

’()*< %+, #-., ,//,01. -/ /(=,&#34 5#
16,317,21 -2 $% 0-21,21. (2 ! * "#$%$#$&#

&’的%#**倍，! ! "#"$）；肌肉组织中 &’蛋白水
平也较高；而鳃和卵巢中 &’ 蛋白水平较低。
在镉诱导下，组织中 &’水平的变化也不相同，
肝胰腺 &’的含量变化较为明显和规律；卵巢
中 &’含量未见明显变化；而肌肉和鳃中 &’含
量变化不及肝胰腺明显。

9 讨 论

9;" 镉诱导河南华溪蟹 $%表达的时间与剂
量效应 镉的摄入可以引起机体发生一系列毒

理学变化，产生不可逆转的生物损伤［%0］。&’
作为一种重金属中毒后诱导产生的解毒蛋白，

可以在生物组织胞浆内与镉结合，降低镉与细

胞内其他重要细胞器亲合的能力，从而起到缓

解镉毒性效应的作用［%*］。研究表明，在镉摄入

与 &’之间存在着某些联系，&’在重金属中毒
后的代谢、毒效应发挥与解毒过程中起着极为

重要的作用［("］。本实验结果表明，在同一染毒

剂量下，河南华溪蟹四种组织 &’表达的时间1
效应关系变化不尽相同。低剂量镉（%2#$ +/.
3）诱导时，随着染毒时间的延长，肝胰腺中 &’
含量逐渐增加，4 5 时，&’ 含量达到最大；$ 5
时，由于肝胰腺组织内镉离子蓄积已达到饱和，

本身诱导的 &’不再增加；同时，&’在组织内
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与镉结合不稳定且自身代谢速度快，所以 !"
含量有所降低。中剂量镉（#$ %&’(）诱导时，由
于 !"的产生与肝胰腺内镉离子的富集在一定
范围内呈现平行关系，所以中剂量镉诱导随着

染毒时间的延长肝胰腺内的镉含量也随之增

大，!"含量也在增加；与此同时存在其他组织
向肝胰腺内转移 )*+!"的过程，因此 !"的含
量表现为一个逐渐增加的过程。高剂量镉（,-
%&’(）诱导时，由于染毒浓度加大，肝胰腺在染
毒 . *后 !"含量即达到最大值，之后随着 !"
诱导达到最大且 !"代谢速度加快，!"含量逐
渐降低。另外，在同一染毒时间内，河南华溪蟹

组织中 !" 蛋白表达的剂量+效应关系也各不
相同。染毒 . *后，肝胰腺 !"含量呈明显的剂
量+效应关系：随着染毒剂量的加大，肝胰腺中
富集的镉离子逐渐增加，同时 !"的含量也逐
渐升高。染毒 / *后，肝胰腺 !"含量出现先升
高后降低，最后又上升的趋势，这主要是由于以

下三个过程综合作用所导致：第一，自身 !"诱
导量随剂量加大而升高；第二，!" 与 )* 结合
不稳定且自身代谢快；第三，其他组织 !"向肝
胰腺组织转运。染毒 , * 后，由于其他组织向
肝胰腺组织转运 !"过程的减弱，剂量+效应作
用成为主导因素，所以肝胰腺 !"含量随着剂
量的加大而增加，而增幅较小主要是 !"含量
已经基本达到它自身诱导量的域值且 !"自身
代谢所导致。

!"# 镉诱导河南华溪蟹 $%表达的组织差异
性 镉诱导河南华溪蟹 !"的含量存在明显的
组织差异性。经镉处理后，河南华溪蟹组织中

!"蛋白水平都有不同程度的升高，其中肝胰腺
!"含量最高，变化也最明显。这主要是由于肝
胰腺是重金属蓄积的主要组织，是 !"合成的
重要场所。在肝胰腺内，!"通过与镉结合从而
起到解毒的作用。卵巢 !"含量未发生明显变
化的原因主要是由于镉蓄积量较少，说明卵巢

并不是重金属作用和 !"合成的重要器官，这
与哺乳动物的研究结果一致［#. 0 #/］。肌肉和鳃

组织中 !"含量介于肝胰腺和卵巢组织之间，
与已报道的北大西洋 1/ 种食用蟹的 !" 分布

基本一致［./］。研究资料显示，海蟹中鳃组织

!"的含量较肌肉组织的低［./］，而在本实验中，
作为纯淡水蟹的河南华溪蟹，肌肉组织中 !"
含量略高于鳃组织中，这可能是纯淡水蟹与海

蟹本身的差异所导致，也可能是其他因素所导

致。但其确切机制仍有待于进一步探讨。总

之，在一定条件下镉可以引起河南华溪蟹机体

!"含量的变化，并且这种变化存在着明显的组
织差异性。

水生无脊椎动物常常被作为生物指示物，

被广泛用于重金属污染的生态毒理学检测中。

蟹类生活在水体基底层，对外界环境的变化非

常敏感且容易富集金属离子，因此必然需要特

定的生理机制来应对，!"可能在其中起重要的
作用［#2］。利用溪蟹作为淡水环境污染的生物

指示物，不但能够综合反映污染因素对水体污

染的总体效应，而且能够准确反应水体污染的

程度。
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