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锌对镉在河南华溪蟹鳃组织亚细胞中富集的影响
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摘要：为了研究锌对镉在河南华溪蟹（Ｓｉｎｏｐｏｔａｍｏｎ ｈｅｎａｎｅｎｓｅ）鳃中富集的影响，本文选择不同浓度镉锌联合处理 １４ ｄ 和 ２８ ｄ 后，采用亚细胞分

离法将鳃组织分为热稳定蛋白（ＨＳＰ）、富含金属颗粒（ＭＲＧ）、生物活性部分（ＢＡＭ）和细胞碎片部分（ＣＤ），其中，热稳定蛋白（ＨＳＰ）和富含金

属颗粒（ＭＲＧ）组成生物解毒部分（ＢＤＭ），利用火焰原子吸收分光光度法（ＡＡＳ）测定各个亚细胞组分中镉的含量．结果显示，ＢＤＭ 是镉富集的

重要场所，镉在其中所占比例达到 ５０％．其中，ＢＤＭ 包括热稳定蛋白（ＨＳＰ）和富含金属颗粒组分（ＭＲＧ）．随着镉处理浓度的增加，锌对镉在

ＨＳＰ 和 ＭＲＧ 中的蓄积表现为先促后抑的作用．在 ＢＡＭ 中，加锌促进镉的蓄积，且相较于高浓度锌（１０００ μｇ·Ｌ－１），低浓度锌（１００ μｇ·Ｌ－１）的促

进作用更为显著．研究表明，锌对镉在河南华溪蟹鳃中的富集及分布有一定影响．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

水生生物由于栖息于江河流域而容易受到水

环境中多种重金属的联合污染．锌和镉是两种常见

的重金属，在自然水体中，由于其具有相似的原子

结构和离子半径而共存．镉是目前已知最易在生物

体内蓄积的有毒重金属（郭笃发，１９９４），而锌是生

物体的必需元素，作为生物体内多种重要酶的金属
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辅基维持着生物蛋白质在细胞中的结构与功能．镉
锌联合污染往往会出现与镉单独污染不同的毒性

效应．近年来，镉锌联合污染已成为重金属污染研究

的热点之一．
重金属联合作用发生在生物对重金属的吸收、

排泄、分布等阶段．目前，国内外对重金属在生物机

体整体组织水平上的吸收蓄积作用已有较多研究

（Ｒａｉｎｂｏｗ ｅｔ ａｌ．，２０００；郭莹莹等，２００８）．然而研究表

明，重金属对生物机体的作用也会发生在细胞和亚

细胞水平上，例如，镉能作用于细胞生物膜或者一

些蛋白质的结合位点（Ｈｅｍｅｌｒａａｄ ｅｔ ａｌ．，１９８７），也可

能与细胞的金属敏感成分如线粒体和溶酶体及高

分子蛋白质 （例如酶） 结合，从而产生毒性效应

（Ｇｏｔｏ ｅｔ ａｌ．，２００７）．一些学者也报道了重金属在亚

细胞水平上对双壳类动物的作用（Ｗａｌｌａｃｅ ｅｔ ａｌ．，
２００３ａ；Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．，２０１３ｂ），然而迄今为止，关于重金

属在亚细胞水平上对甲壳类动物作用的相关研究

尚未见报道．
溪蟹等甲壳动物主要分布于我国黄河及长江

流域，对污染物的敏感度较高，是水环境污染检测

的理想指示生物（Ｓｃｈｕｗｅｒａｃｋ ｅｔ ａｌ．，２００１）．鳃是甲壳

类动物的呼吸器官，也是重金属吸收、排泄及转移

的主要场所．本课题组前期就单一镉的毒性作用有

较多研究（Ｌｅｉ ｅｔ ａｌ．，２０１１；金芬芬等，２０１２；马文丽

等，２００８）．然而对于镉锌联合污染的研究却未曾涉

及．鉴于此， 本文选择河南华溪蟹 （ Ｓｉｎｏｐｏｔａｍｏｎ
ｈｅｎａｎｅｎｓｅ）作为实验材料，通过镉及镉锌联合亚慢

性毒性实验，在亚细胞水平上研究锌对镉在鳃中蓄

积的影响．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 实验材料

２．１．１　 实验动物 　 河南华溪蟹（简称“溪蟹”），于
２０１２ 年 ９ 月购自山西省太原市五龙口水产批发市

场，置水族缸（４５ ｃｍ×３５ ｃｍ×３０ ｃｍ）中暂养 ２ 周．
２．１．２　 主要试剂 　 氯化镉（ＣｄＣｌ２）试剂为分析纯，
硝酸、高氯酸为优级纯，标准镉溶液（１００ ｍｇ·Ｌ－１）由
国家环境保护总局标准样品研究所提供．
２．２　 实验方法

２．２．１　 实验设计　 实验前对河南华溪蟹鳃中的镉、
锌含量进行测定，分别为（２． ９８ ± ０． ３２） μｇ·ｇ－１ 和

（２０􀆰 ９９±２．５０） μｇ·ｇ－１（ｎ ＝ ３）．本实验采用体外暴露

镉锌的方法，设置 ３ 个 ＣｄＣｌ２ 浓度组：５０、１００、５００

μｇ·Ｌ－１，６ 个镉锌联合浓度组：５０ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１００
μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４、 １００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋ １００ μｇ·Ｌ－１

ＺｎＳＯ４、５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋ １００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４、 ５０
μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１０００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４、１００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２
＋ １０００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４、 ５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋ １０００
μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４，以及 １ 个对照组（曝气水）．根据亚慢

性毒性实验特点，处理时间设置为 １４ ｄ 和 ２８ ｄ．
随机选取个体大小一致的溪蟹，置于处理缸

中，每缸 １０ 只，每个处理组设 ３ 个重复．实验用水为

曝气 ４８ ｈ 的自来水，水温 ２０ ～ ２４ ℃，ｐＨ ＝ ６．８，溶氧

量 ６ ｍｇ·Ｌ－１以上．用任国锐（２０１３）饲喂鲤鱼的基础

饲料，处理期间每隔 ２ ｄ 喂 １ 次食物，每周换水 １ 次．
２．２．２　 样品制备　 正式实验开始后的第 １４ ｄ、２８ ｄ
分别从各组中取 ３ 只溪蟹，冲洗、解剖、取鳃，用滤纸

将表面水分吸干净，称重，记录，冷冻至－８０ ℃冰箱

中以备使用．
２．２． ３ 　 鳃亚细胞组分的分离 　 参照 Ｗａｌｌａｃｅ 等

（２００３ａ）和 Ｋａｍｕｎｄｅ 等（２０１１）的方法，采用差速离

心法分离不同组分：以 １∶３（ ｇ·ｍＬ－１）的比例在组织

中加入 ＰＢＳ 缓冲液（内含 ０． １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＰＭＳＦ，１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＴＴ），用电动匀浆仪（ＦＬＵＫＯ Ｆ６ ／ １０）冰

浴匀浆，匀浆后将组织匀浆液于低温冷冻离心机

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５８０４Ｒ）离心 １０ ｍｉｎ（８００ ｇ，４ ℃），分离

出沉淀（ ｐ１）和上清液（ ｓ１）；沉淀（ ｐ１）中加入 ５００
μＬ 双蒸水，吹打悬浮后在沸水中加热 ２ ｍｉｎ，加入 １
ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ ５００ μＬ 并充分混匀，在 ７０ ℃水浴箱

中加热 ６０ ｍｉｎ 后 １００００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ，沉淀部分

（ｐ２） 为富含金属颗粒物质 （ ｍｅｔａｌ⁃ｒｉｃｈ ｇｒａｎｕｌｅｓ，
ＭＲＧ），上清部分 （ ｓ２） 为细胞碎片部分 （ ｃｅｌｌｕａｒ
ｄｅｂｒｉｓ，ＣＤ）；上清液（ ｓ１）以 ３０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ（４
℃），分离出沉淀（ｐ３）和上清液（ｓ３）．上清液（ｓ３）在
１００００ ｇ 下离心 ３０ ｍｉｎ（４ ℃），分离出沉淀（ｐ４）和

上清液（ｓ４），其中，沉淀 ｐ３ 和 ｐ４ 为线粒体组分；上
清液（ｓ４）用超高速冷冻离心机（日立 ＣＰ ７０ＭＸ）离
心 ６０ ｍｉｎ（１０００００ ｇ，４ ℃），沉淀部分（ｐ５）为溶酶体

组分，将上清部分（ｓ５）在 ８０ ℃水浴箱中加热 １０ ｍｉｎ
后，冰浴 ６０ ｍｉｎ，以 ５００００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ（４ ℃），沉淀

部分 （ ｐ６ ） 为热变性蛋白组 分 （ ｈｅａｔ⁃ｄｅｎａｔｕｒａｂｌｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＤＰ）（含酶），上清部分（ｓ６）为热稳定蛋白

组分（ｈｅａｔ⁃ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰ），其中，ＨＳＰ 和 ＭＲＧ
组成生物解毒部分 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ｄｅｔｏｘｉｆｉｅｄ ｍｅｔａｌｓ，
ＢＤＭ），线粒体、溶酶体和 ＨＤＰ 组成生物活性部分

（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ａｃｔｉｖｅ ｍｅｔａｌｓ，ＢＡＭ）．
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２．２．４　 各组分中镉含量的测定 　 各组分经硝酸和

高氯酸消化完全，定容后用火焰原子吸收分光光度

计（ＶＡＲＩＡＮ， ＡＡ２４０ＯＦＳ）测定镉的含量（μｇ·ｇ－１）．
２．２．５　 统计分析 　 数据用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ１７．０ 软件

分析处理，所得结果为平均值±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ），
处理组与对照组的差异比较采用单因素方差分析

（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），∗ｐ＜０．０５、＃ ｐ＜０．０５ 为有显著差

异，∗∗ ｐ＜０．０１、＃＃ ｐ＜０．０１ 为有极显著差异．

３　 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

３．１　 镉及镉锌联合处理 １４ ｄ 和 ２８ ｄ 后镉在河南华

溪蟹鳃亚细胞组分中的富集情况

如表 １ 所示，相同处理时间内，各处理组镉的蓄

积量均高于对照组，且处理 ２８ ｄ 时镉的蓄积量均低

于 １４ ｄ．处理时间为 １４ ｄ，ＣｄＣｌ２ 浓度为 ５０ μｇ·Ｌ－１

时，加入 １０００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４后，镉在 ＭＲＧ 和 ＣＤ 中

的蓄积量与镉单独处理组相比呈极显著升高（∗∗ｐ＜
０．０１），在其他组分均无明显变化；ＣｄＣｌ２浓度为 １００
μｇ·Ｌ－１时，随着 ＺｎＳＯ４浓度的增加，镉在 ＭＲＧ 中的

蓄积量逐渐升高，并出现极显著差异（∗∗ ｐ＜０．０１）；
而在 ＨＳＰ、ＢＡＭ、ＣＤ 中，只有加入 １００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４

后镉蓄积量较镉单独处理组极显著升高 （∗∗ ｐ ＜
０􀆰 ０１）；当 ＣｄＣｌ２浓度为 ５００ μｇ·Ｌ－１时，加锌后各组

分中镉蓄积量呈下降趋势或没明显变化，其中，
ＭＲＧ 中的镉蓄积量在 ５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋ １００
μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４处理组中显著降低（∗ ｐ＜０．０５）；而在

ＣＤ 中，不同浓度锌均导致镉蓄积量较镉单独组极

显著下降（∗∗ｐ＜０．０１）．

表 １　 重金属处理 １４ ｄ 和 ２８ ｄ 锌对镉在河南华溪蟹鳃亚细胞组分中富集的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｚｉｎｃ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｉｎｏｐｏｔａｍｏｎ ｈｅｎａｎｅｎｓｅ ｇｉｌｌｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ １４ ｄａｙｓ ａｎｄ ２８ ｄａｙｓ ｏｆ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ ｆｏｒ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ

ＣｄＣｌ２＆ＺｎＳＯ４

联合浓度 ／ （μｇ·Ｌ－１）
处理时间 ／ ｄ

镉含量 ／ （μｇ·ｇ－１）
ＣＤ ＭＲＧ ＨＳＰ ＢＡＭ

０（ＣＫ） １４ １．１３±０．１６ １．３６±０．３９ １．１３±０．０７ １．１５±０．２０

２８ ０．５２±０．１６ ０．２９±０．０９ ０．５７±０．１０ ０．６６±０．１５

５０＆０ １４ ２．１８±０．２１ ３．０１±０．２３ ２．３６±０．２３ ２．１８±０．２６

２８ ０．７０±０．０２ ０．６５±０．０９ ０．８７±０．１０ ０．８５±０．０２

５０＆１００ １４ ２．２６±０．０２ ２．５０±０．０３ ２．４８±０．１３ ２．６９±０．１０

２８ ０．８８±０．４４ １．３０±０．０８＃＃ ２．６２±０．１４＃＃ ２．１３±０．０８＃＃

５０＆１０００ １４ ３．４９±０．１９∗∗ ６．６６±０．２９∗∗ ２．３５±０．２２ ２．５６±０．２８

２８ ０．８６±０．１３ １．４７±０．０４＃＃ １．４４±０．０６＃ １．１７±０．１２

１００＆０ １４ ３．５７±０．１３ ４．４２±０．１４ ２．７９±０．６７ ２．４６±０．２３

２８ １．３５±０．０８ １．９１±０．０９ １．０５±０．０８ ０．６８±０．０７

１００＆１００ １４ ６．７０±０．４３∗∗ ６．４０±０．５０∗∗ ６．４４±０．０６∗∗ ７．１０±１．３６∗∗

２８ １．２３±０．２５ １．４０±０．２７＃ １．３０±０．１４ １．２６±０．０７＃

１００＆１０００ １４ ４．１８±０．４５ ６．９６±０．１７∗∗ ２．０２±０．１９ ２．９４±０．２３

２８ ２．２８±０．１３＃＃ １．８１±０．０９ ２．４７±０．２２＃＃ １．８８±０．１６＃

５００＆０ １４ ２１．１±０．４６ １０．０３±０．３０ ３．５８±０．５３ ２．９７±０．５１

２８ ２．０９±０．２０ １．９４±０．１２ ２．９８±０．１３ １．８４±０．２３

５００＆１００ １４ ６．３０±０．３０∗∗ ６．５７±０．４６∗ ４．０４±０．９５ ３．５８±０．３２

２８ ２．８９±０．０８＃ １．７５±０．１２ １．７０±０．１０＃＃ ２．３９±０．１１＃

５００＆１０００ １４ １３．２３±０．５７∗∗ １０．０６±０．４５ ３．１７±０．１４ ３．５０±０．２９

２８ ２．４３±０．０９ １．８７±０．１９ １．９２±０．２４＃＃ １．５４±０．２０

　 　 注：∗和∗∗分别表示处理 １４ ｄ 时，镉锌联合组的镉蓄积量较相应的镉单独组差异显著（ｐ＜０．０５）和极显著（ｐ＜０．０１）； ＃和＃＃分别表示处

理 ２８ ｄ 时，镉锌联合组的镉蓄积量较相应的镉单独组差异显著（ｐ＜０．０５）和极显著（ｐ＜０．０１）； ｎ＝ ３．

　 　 处理时间为 ２８ ｄ，ＣｄＣｌ２浓度为 ５０ μｇ·Ｌ－１时，加
入 ＺｎＳＯ４后，镉在 ＭＲＧ 中的蓄积量较镉单独处理组

极显著升高 （ ＃＃ ｐ ＜ ０． ０１）；在 ＨＳＰ、 ＢＡＭ 中，随着

ＺｎＳＯ４浓度的增加，镉蓄积量先升高后降低，其中，
５０ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４处理组较镉单独

处理组差异极显著（ ＃＃ｐ＜０．０１），且 ＨＳＰ 中 ５０ μｇ·Ｌ－１
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ＣｄＣｌ２＋ １０００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４ 处理组差异显著 （ ＃ ｐ ＜
０􀆰 ０５）；而 ＣＤ 中镉蓄积量无明显变化．ＣｄＣｌ２浓度为

１００ μｇ·Ｌ－１ 时，ＭＲＧ 中的镉蓄积量在 １００ μｇ·Ｌ－１

ＣｄＣｌ２＋ １００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４ 处理组中显著降低（ ＃ ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ＨＳＰ 和 ＣＤ 中镉的蓄积量在 １００ μｇ·Ｌ－１

ＣｄＣｌ２＋１０００ μｇ·Ｌ－１ＺｎＳＯ４处理组极显著升高（ ＃＃ ｐ ＜
０．０１）；加入不同浓度锌后，ＢＡＭ 中镉的蓄积量均显

著上升（ ＃ｐ ＜０．０５）．ＣｄＣｌ２浓度为 ５００ μｇ·Ｌ－１时，加入

锌后，镉在 ＨＳＰ 中的蓄积量有所下降，并出现极显

著差异（ ＃＃ ｐ ＜０．０１）；ＢＡＭ 和 ＣＤ 中镉的蓄积量在

５００ μｇ·Ｌ－１ＣｄＣｌ２＋１００ μｇ·Ｌ－１ＺｎＳＯ４处理组中显著升

高（ ＃ ｐ ＜ ０． ０５）；而在 ＭＲＧ 中镉蓄积量没有明显

变化．

３．２　 镉及镉锌联合处理 １４ ｄ 后镉在河南华溪蟹鳃

亚细胞组分中的分布

如图 １ 所示，５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２处理组中，镉在

ＢＤＭ 中所占比例为 ３７％；除此之外，其它浓度处理

组中镉在 ＢＤＭ 中所占比例达到 ５０％左右．其中，在
各浓度镉处理组中，随着 ＺｎＳＯ４ 浓度的增加，镉在

ＨＳＰ 中的分布比例呈先升高后降低趋势；加入 １０００
μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４后，镉在 ＭＲＧ 中的分布比例较镉单独

处理组和 １００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４联合组有所上升；ＢＡＭ
中，镉的分布比例随着 ＺｎＳＯ４浓度的增加也呈先升

高后降低趋势；ＣＤ 中，ＺｎＳＯ４浓度一致的情况下，镉
的分布比例随着 ＣｄＣｌ２浓度的增加而升高，并且镉

在这一组分中所占比例，大约约 ２２％～５５％．

图 １　 重金属处理 １４ ｄ 锌对镉在河南华溪蟹鳃亚细胞组分中分布的影响（ａ．５０ μｇ·Ｌ－１ＣｄＣｌ２；ｂ．５０ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋１００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４；ｃ．５０

μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１０００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４；ｄ．１００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２；ｅ．１００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋１００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４；ｆ．１００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋１０００ μｇ·Ｌ－１

ＺｎＳＯ４；ｇ．５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２；ｈ．５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４；ｉ．５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１０００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４）

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｚｉｎｃ ｅｘｐｏｓｅｄ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ ｔｏ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｉｎｏｐｏｔａｍｏｎ ｈｅｎａｎｅｎｓｅ ｇｉｌｌｓ

３．３　 镉及镉锌联合处理 ２８ ｄ 后镉在河南华溪蟹鳃

亚细胞组分中的分布

如图 ２ 所示， ＣｄＣｌ２ 浓度为 ５０ μｇ·Ｌ－１ 和 １００
μｇ·Ｌ－１时，加入 ＺｎＳＯ４后，镉在 ＨＳＰ 中所占比例有所

上升；ＣｄＣｌ２浓度为 ５００ μｇ·Ｌ－１时，镉在 ＨＳＰ 中所占

比例在加入锌后有所下降，且均高于相应处理 １４ ｄ
时镉在这个组分中的分布比例；而在 ＭＲＧ 中，对于

大多处理组镉的分布比例低于相应处理 １４ ｄ 时的

分布比例；镉在 ＢＡＭ 中所占比例随着 ＺｎＳＯ４浓度的

增加先升后降．
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图 ２　 重金属处理 ２８ｄ 锌对镉在河南华溪蟹鳃亚细胞组分中分布的影响（ ａ．５０ μｇ·Ｌ－１ＣｄＣｌ２；ｂ．５０ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋１００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４；ｃ．５０

μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１０００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４；ｄ．１００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２；ｅ．１００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋１００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４；ｆ．１００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２ ＋１０００ μｇ·Ｌ－１

ＺｎＳＯ４；ｇ．５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２；ｈ．５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４；ｉ．５００ μｇ·Ｌ－１ ＣｄＣｌ２＋１０００ μｇ·Ｌ－１ ＺｎＳＯ４）

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｚｉｎｃ ｅｘｐｏｓｅｄ ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ ｔｏ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｉｎｏｐｏｔａｍｏｎ ｈｅｎａｎｅｎｓｅ ｇｉｌｌｓ

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

４．１　 镉在 ＢＤＭ 中的富集

甲壳动物对重金属离子吸收的一种重要途径

是：经过鳃不断吸收溶解在水体中的重金属离子，
然后通过体液运输到机体各个部位或是积累在表

皮细胞中（张美琴等，２０１３）．镉进入生物机体后可通

过生物积累对各细胞器官产生损伤作用．当镉锌共

同作用于生物机体时，由于二者相似的化学性质，
它们之间的相互作用会影响溪蟹体内镉的富集与

亚细胞分布．实验结果显示，镉在 ＢＤＭ 中所占比例

高达 ５０％，说明 ＨＳＰ 和 ＭＲＧ 是镉蓄积的重要场所．
ＨＳＰ 是水生生物体内重要的生物解毒组分，金

属硫蛋白（ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ，ＭＴ）是其主要成分（ Ｌｉｕ
ｅｔ ａｌ．，２０１３ｂ）．ＭＴ 富含半胱氨酸残基，对金属有高

度亲和力（李培军等，２００３）．当生物体内有过多金属

时，可以诱导 ＭＴ 生成与其结合，从而缓解金属毒

性．镉和锌都能诱导机体产生 ＭＴ （Ａｍｉａｒｄ ｅｔ ａｌ．，
２００６）．当溪蟹体内有过多的锌时，锌诱导合成 ＭＴ

并形成 Ｚｎ－ＭＴ 络合物，Ｚｎ－ＭＴ 络合物容易降解，从
而为镉提供了更多的结合位点和贮存空间．因此，
ＭＴ 或 ＭＴ 类似物的合成增加了镉在 ＨＳＰ 中的富集．
Ｗａａｌｋｅｓ（１９８４）研究发现，镉与锌相比，镉与金属硫

蛋白有更强的结合能力．因此，镉能取代锌与 ＭＴ 结

合而导致镉在 ＨＳＰ 中富集．其他研究发现，在动物

的金属硫蛋白类似物中，经常会检测出金属混合物

如镉锌、锌铜或镉锌铜的存在 （ Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ ｅｔ ａｌ．，
２０１１）．

亚细胞组分内的另一种重要解毒部分是 ＭＲＧ，
ＭＲＧ 也是镉在溪蟹鳃中蓄积的重要场所．从本文研

究结果中可以看出，镉在 ＭＲＧ 中的富集达到 ２０％～
４０％，且高浓度锌能促进镉在 ＭＲＧ 中的蓄积．研究

表明，ＭＲＧ 与 ＭＴ 的周转有密切的关系，Ｚｎ⁃ＭＴ 络

合物降解释放的锌能够继续行使其细胞生物功能，
而镉与 ＭＴ 结合后将被氧化成难溶性的多聚体复合

物， 以 ＭＲＧ 的形式贮存在溶酶体中， 最后通过胞

吐作用排出体外．而且，高浓度锌会提高 ＭＴ 的周转

率（Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．，２０１３ｂ）．Ｇｏｔｏ 等（２０１０）研究表明，ＭＲＧ
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对自然环境中的金属污染高度敏感，可以作为金属

污染检测指标．
此外，在处理时间较长时或高浓度镉作用下，

加锌会抑制镉在 ＨＳＰ 和 ＭＲＧ 中的富集．一方面，生
物机体内 ＭＴ 的诱导表达有一定的限度，当重金属

浓度持续增加，暴露时间持续延长，其诱导表达呈

下降趋势，从而影响镉金属硫蛋白的合成（马文丽

等，２００８）；另一方面，当生物机体长期处于较高浓

度镉中，其生理生化功能发生严重损伤，此时，锌作

为一种重金属，阻断了镉对 ＭＴ 等结合蛋白的诱导

表达的信息传导途径，抑制了镉结合蛋白生物合成

和周转的过程，从而加深镉对生物机体的毒害作用

（Ｋａｍｕｎｄｅ ｅｔ ａｌ．，２０１１）．
４．２　 镉在 ＢＡＭ 中的富集

ＢＡＭ 包括 ３ 部分：线粒体、溶酶体和 ＨＤＰ，对重

金属较为敏感，是生物机体内易表达重金属毒性的

场所．例如，镉暴露可导致河南华溪蟹的线粒体损伤

破裂（Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．，２０１３ａ），溶酶体在镉作用后会在细

胞中释放水解酶（Ｖｉａｒｅｎｇｏ ｅｔ ａｌ．，１９８７）．实验结果表

明，锌能促进镉在 ＢＡＭ 中的蓄积，且随着 ＺｎＳＯ４浓

度的增加，镉在 ＢＡＭ 中的富集及所占比例均呈先升

高后降低趋势．
研究表明，镉通过细胞器膜上的载体转运至细

胞器中，金属锌的暴露增加了载体的表达 （ Ｌｉｕ
ｅｔ ａｌ．，２０１３ｂ），从而促进镉在细胞器中的富集，而且

Ｚｎ－ＭＴ 是体内含锌酶的锌供体，由于镉和锌具有相

同的核外电子构型及相似的化学性质（李森林等，
１９９０），镉进入细胞后与锌竞争酶的结合部位，进而

取代锌，使锌由线粒体、胞质向胞核内转移，从而降

低了酶对锌的利用，导致含锌酶的活性降低．因此，
低剂量锌使镉进入 ＢＡＭ 的转运率升高，加深了镉对

机体的损伤作用；而较高浓度锌条件下，虽然镉进

入细胞的转运率增加，但高浓度锌的竞争力相对较

大，而且锌是具有抗氧化能力物质（如超氧化物歧

化酶）的必要组成成分，对于保护细胞具有十分重

要的作用（Ｐｏｗｅｌｌ，２０００）．因此，更多的锌仍能与酶

结合而使酶保持原有的活性，使其免遭镉的氧化损

伤；另外，大量的锌加快了镉复合物的合成，镉复合

物借助其丰富的巯基把进入机体内的镉络合起来，
使之处于“非活性”状态，从而缓解了镉对机体的毒

害作用（王吉秀等，２０１０）．因此，高浓度锌对镉与细

胞器及一些酶的结合起到了一定的抑制作用，某种

程度上减轻了镉的毒性损伤．

４．３　 镉在 ＣＤ 中的富集

ＣＤ 包括组织碎片、细胞膜及一些其它功能未

知的成分．由于其功能的不确定性，细胞碎片组分既

不属于 ＢＤＭ，也不属于 ＢＡＭ．镉能与细胞膜作用发

生脂质过氧化反应，改变细胞膜的流动性 （ Ｌｕｃｕ
ｅｔ ａｌ．，１９９６）．然而当镉与 ＣＤ 中对重金属不敏感的

成分结合时，ＣＤ 对细胞中的生物活性部分又起到

了保护作用（Ｗａｌｌａｃｅ ｅｔ ａｌ．，２００３ｂ）．
实验结果显示，同等锌浓度条件下，随着镉处

理浓度的增加，镉在 ＣＤ 中所占的比例基本呈逐步

增加的趋势，最大时达到 ５０％以上．因此，ＣＤ 在生物

机体处于重金属环境中的作用不容小觑，而对于这

一组分的组成及其功能，有待于进一步研究．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

不同的亚细胞组分中，锌对镉富集的影响不同．
低浓度镉处理时，锌能促进镉在生物解毒部分中的

蓄积；而镉处理浓度较高且处理时间延长时，锌逐

渐表现为抑制作用．对于生物活性部分，锌能促进镉

在此组分中的蓄积，且低浓度锌的促进作用更加显

著．总之，通过亚细胞分离法分离溪蟹鳃组织，在亚

细胞水平研究锌对镉富集的影响，更加深入地探究

了锌镉联合的复杂作用机制，为今后的重金属复合

污染研究提供一定的新思路．
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