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混合重金属离子相互作用诱导的ＬＰＯ与ＣｕＰｂ在
鲫鱼组织中积累

周新文 １牞朱国念 ２牞ＪｉｌｉｓａＭｗａｌｉｌｉｎｏ２牞孙锦荷 １

（１．浙江大学核农所牞浙江 杭州 ３１００２９；２．浙江大学农药研究所牞浙江 杭州 ３１００２９）

摘 要：采用室内暴露实验方法，研究了混合重金属离子相互作用对 Ｃｕ、Ｐｂ在鱼组织中吸收、积累以及其诱导的脂质
过氧化作用。结果表明，混合重金属离子在鱼体内吸收、积累与组织类型有关，Ｃｕ、Ｐｂ在鱼鳃中受表面位点竞争理论主
导，使其积累降低；而在肝脏中受ＭＴ诱导作用的影响，积累增高。混合重金属离子诱导的脂质过氧化作用强弱与重金
属离子的暴露浓度相关，ＬＰＯ的产物 ＭＤＡ的含量与混合重金属离子的暴露浓度 （０．００—０．５４ｍｇ·Ｌ－１）存在指数关
系。用鱼鳃组织的ＭＤＡ变化作为生物指示物指示环境中存在混合重金属离子的污染敏感于肝脏中的ＭＤＡ。
关键词：混合重金属离子牷Ｃｕ牷Ｐｂ牷积累牷ＬＰＯ
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在自然环境中，重金属离子污染的发生常常是多

组分和低剂量的。而研究发现，两两污染物之间的确

存在着相互作用，使其在生物体内的吸收、积累改变，

进而影响它们的毒性效应犤１－５犦。为进一步明确重金属

离子污染的实际环境行为，在对京杭运河污染水平实

际调查的基础上，选择Ｚｎ、Ｐｂ、Ｃｄ、Ｃｕ四种主要的污
染离子，研究了在亚致死浓度的混合重金属离子作用

下，Ｃｕ和Ｐｂ在鲫鱼组织中的积累以及对鲫鱼组织的
脂质过氧化毒性作用。目的在于探明重金属离子相互

作用影响其吸收的机制牞以及明确丙二醛 （ＭＤＡ）含
量变化是否可以作为混合重金属离子污染的生物指

示物。

１ 材料与方法

１．１试剂与仪器设备
浓 ＨＮＯ３与 ＨＣｌＯ４均为优级纯。ＣｕＣｌ２、ＺｎＳＯ４、

ＣｄＣｌ２及 Ｐｂ牗ＮＯ３牘２均为分析纯。０．５ｍｏｌ·Ｌ－１的

Ｔｒｉｓ．Ｃｌ缓冲溶液 牗ｐＨ＝７．４牘，０．６７％ 牗ｍ／Ｖ牘巴比妥
酸。原子吸收分光光度计（ＳｐｅｃｔｒａＡＡ２２０）。分光光度
计（ＢａｃｋｍａｎＤＵ５３０）。冷冻离心机（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ３２Ｒ）。
１．２供试鱼的驯养及暴露环境

鲫鱼牗Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ牘从当地花鸟市场购得，体
重２０—２５ｇ，身长８．５±１．８９ｃｍ。在曝过气的自来水
中驯养一周后，供试验用。

暴露水体的 ｐＨ为 ６．９５—７．２，总硬度 （以 Ｃａ
ＣＯ３计）为４４０ｍｇ·Ｌ－１，水中溶解氧 牗ＤＯ牘为６．９—

收稿日期牶２００１－１１－０２
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表２ 混合重金属离子暴露浓度对Ｃｕ、Ｐｂ在
鱼组织中积累的影响

Ｔａｂｌｅ２ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｍｅｔａｌ－ｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＣｕａｎｄＰｂ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｆｉｓｈｔｉｓｓｕｅｓ

各种浓度暴露积累显著 Ｐ＜０．０１，ＮＤ表示未检测到（Ｐ＜０．０１）。

表１ 重金属离子相互作用影响 Ｃｕ、Ｐｂ在
鲫鱼牗Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ牘组织中的积累

Ｔａｂｌｅ１ Ｃｏｐｐｅｒａｎｄｌｅａｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｆｉｓｈ 牗Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕ
ｒａｔｕｓ牘ｔｉｓｓｕｅｓａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆｔｈｅｍｅｔａｌｓ

相同的字母表示处理间无显著差异，字母不同者相互间存在

显著差异。

组织
Ｃｕ的积累 ／ｍｇ·ｋｇ－１ Ｐｂ的积累 ／ｍｇ·ｋｇ－１

Ｃｕ Ｃｕ＋Ｚｎ＋Ｐｂ＋Ｃｄ Ｐｂ Ｐｂ＋Ｃｕ＋Ｚｎ＋Ｃｄ
鱼鳃５５．８５±３．２３ａ ２９．７４±４．６３ｂ ４３．９９±６．８８ｃ ３１．９４±４．５４ｆ

肝脏７６．９８±９．６７ｃ ９５．５７±７．７６ｄ ３９．４４±６．８４ｇ ５５．３５±７．６０ｈ

７．５ｍｇ·Ｌ－１。在驯养和试验期内的室温控制在牗２５±
１牘℃牞同时保持１２ｈ的光照与１２ｈ的黑暗。
１．３暴露试验
１．３．１混合重金属离子相互作用对Ｃｕ、Ｐｂ在鲫鱼组
织中积累的影响和诱导的脂质过氧化作用

将鲫鱼分别曝露于０．１ｍｇ·Ｌ－１的、０．０２ｍｇ·
Ｌ－１的 Ｐｂ２＋以及由 ４种离子构成的混合重金属水体
中（Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｐｂ２＋的浓度分别为０．１ｍｇ·Ｌ－１、
０．０５ｍｇ·Ｌ－１、０．０２ｍｇ·Ｌ－１、０．０１ｍｇ·Ｌ－１）。暴露水
体２０Ｌ，放养３尾鱼，每处理有３个重复，每一重复中
取２个平行样。暴露期为７ｄ。为避免鱼饲料中的重金
属离子成分的干扰，试验期内禁食。

１．３．２不同浓度混合重金属离子暴露对Ｃｕ、Ｐｂ积累
的影响和诱导的脂质过氧化作用

有关混合重金属离子的混合策略见文献犤６犦。鲫
鱼暴露于０．００、０．０３、０．０６、０．１２、０．１８、０．２７、０．５４
ｍｇ·Ｌ－１的混合重金属溶液中，每一暴露浓度设置３
个重复，每一重复中取２个平行样品。暴露期为２８
ｄ。在试验期内按１％体重喂养鱼。整个试验期内未见
鱼死亡。

取样后，用去离子水清洗鱼样，分别解剖鱼鳃和

肝脏组织，供Ｃｕ、Ｐｂ离子的测定和丙二醛（ＭＤＡ）含
量分析。

１．４鱼样品中的Ｃｕ、Ｐｂ分析
样品在６０℃下烘４８ｈ，至干燥。Ｃｕ样品的称样量

在０．１—０．２ｇ之间，Ｐｂ样品的称样量在０．３—０．４ｇ
之间，置于 ５０ｍＬ烧杯中，加入 １０ｍＬ混合酸 （浓

ＨＮＯ３∶浓ＨＣｌＯ４为１∶１）放置过夜，然后在１２０℃下消
解３ｈ，至溶液澄清为止。冷却后定量转移试液至２５
ｍＬ容量瓶中，用去离子水稀释至刻度并摇匀。过滤至
聚乙烯瓶中，用原子吸收分光光度计测定样品中的

Ｃｕ、Ｐｂ离子含量犤７犦。

１．５脂质过氧化牗ＬＰＯ牘分析及结果计算
取０．２ｇ的鱼组织，加入１ｍＬＴｉｓ．Ｃｌ（ｐＨ７．４）缓

冲液，研磨成匀浆。在４℃３０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心５
ｍｉｎ，去除组织和细胞碎片，取上清液备用。

脂质过氧化分析方法采用ＴＢＡ法 犤８、９犦，其简要分

析步骤：在５ｍＬ稀释１０倍的组织提取液中，加入１
ｍＬ２０％的三氯乙酸和２ｍＬ０．６７％牗ｍ／Ｖ牘巴比妥酸，
在沸水浴中避光加热１０ｍｉｎ，然后３０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心５ｍｉｎ，在５３０ｎｍ处读取吸光度值。ＬＰＯ活性可表
达为：

ＯＤ
１．５６×１０５

×２
１０３
×１
１０
× １
ｍｇ蛋白

×１０９（ｎｍｏｌ·ｍｉｎ－１·

ｍｇ－１蛋白）
数据处理采用Ｅｘｃｅｌｌ７．０版中的数据分析工具库

软件进行统计分析。

２ 结果与分析

２．１重金属离子相互作用对Ｃｕ、Ｐｂ在鲫鱼组织积累
的影响

重金属离子相互作用对Ｃｕ、Ｐｂ在鲫鱼鳃、肝脏
组织中积累的影响结果如表１。结果表明，混合重金
属离子中的 Ｃｕ和 Ｐｂ的积累与单一重金属离子暴露
不同，重金属离子间的相互作用改变了Ｃｕ和Ｐｂ在鱼
组织中的积累，使Ｃｕ和Ｐｂ在鱼鳃中的积累降低，肝
脏中的积累增加。

２．２混合重金属离子暴露浓度对Ｃｕ、Ｐｂ在鲫鱼组织
中积累的影响

不同浓度混合重金属离子暴露对Ｃｕ、Ｐｂ在鲫鱼
组织中的积累影响如表２，从表中结果可见Ｃｕ、Ｐｂ在
鱼鳃、肝脏组织中有明显积累，且随着混合重金属离

子暴露浓度增高而增高。

２．３Ｃｕ、Ｐｂ与混合重金属离子对鲫鱼组织的脂质过
氧化作用

组织
暴露浓度 ／ｍｇ·Ｌ－１

０．００ ０．０３ ０．０６ ０．１２
鱼鳃 Ｃｕ ３０．５８±１．７１３６．３０±２．４８３９．４５±４．７６ ４５．０１±０．３８

Ｐｂ ＮＤ ２５．０９±２．０６３２．９８±４．６３ ５１．１３±６．０３
肝脏 Ｃｕ ５５．１１±２．２３７１．２３±２．２３１１２．００±０．７ １２２．６８±９．３

Ｐｂ ＮＤ ２２．４４±４．２１３０．７２±６．０１ ６１．８１±４．９８
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图１Ｃｕ、Ｐｂ和混合重金属离子对鱼组织的脂质过氧化作用

Ｆｉｇｕｒｅ１Ｌｉｐｉｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｏｆｆｉｓｈｔｉｓｓｕｅｓｃａｕｓｅｄｂｙｃｏｐｐｅｒ牞
ｌｅａｄａｎｄｍｉｘｔｕｒｅｏｆｍｅｔａｌｓ

Ｙ牶组织 ＭＤＡ含量牗ｎｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｍｇ－１蛋白牘牷Ｘ牶混合重金属离

子暴露浓度牗ｍｇ·Ｌ－１牘。

表３鲫鱼组织ＭＤＡ含量与混合重金属暴露浓度回归统计结果

Ｔａｂｌｅ３ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｔｏｔｈｅＭＤＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ
ｆｉｓｈ牗ｃａｒａｓｓｉｕｓａｒｕａｔｕｓ牘ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅ－ｍｅｔａｌ

ｅｘｐｏｓｕｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

组织 回归方程 相关系数 Ｆ值 ＥＣ５０／ｍｇ·Ｌ－１

鱼鳃 Ｙ＝ｅ－２．８７Ｘ＋０．６８７ ０．８７ ６９．８ ０．２１牗０．１２５－０．２９４牘
肝脏 Ｙ＝ｅ－２．１９Ｘ＋０．１１５ ０．９１ １１１．５ １．４２牗１．１３－１．７１牘

鲫鱼分别暴露于０．１ｍｇ·Ｌ－１的Ｃｕ离子，０．０５
ｍｇ·Ｌ－１的Ｐｂ离子和０．１８ｍｇ·Ｌ－１的混合重金属离
子中，鱼鳃、肝脏组织中脂质过氧化产物丙二醛

（ＭＤＡ）含量变化如图１。结果表明，在鱼鳃中，混合重
金属离子的脂质过氧化作用牗ＬＰＯ牘小于单独Ｃｕ离子
的作用，而大于Ｐｂ离子的作用。在肝脏中，单一Ｃｕ、
Ｐｂ离子的ＬＰＯ小于混合重金属离子的作用。表明了
ＬＰＯ的变化与重金属离子相互作用使其在鱼鳃中降
低、在肝脏中增加有关。

２．４混合重金属离子暴露浓度对鲫鱼脂质过氧化作
用的影响

混合重金属离子的暴露浓度在０．００—０．５４ｍｇ·
Ｌ－１范围内，鱼体组织中的ＭＤＡ含量与暴露浓度之
间存在着剂量效应关系。统计分析表明，鱼鳃、肝脏

组织中的 ＭＤＡ含量和暴露浓度间均有指数曲线关
系（见表３）。且鱼鳃的敏感性（ＥＣ５０为０．２１ｍｇ·Ｌ－１）
高于肝脏（ＥＣ５０为１．４２ｍｇ·Ｌ－１）。

３ 结果与讨论

目前，两种有代表性的假说常被用来解释重金属

离子相互作用对重金属离子在生物体内的积累。一种

是竞争位点理论，另一种是金属硫蛋白的诱导结合作

用。已往的研究中，即使相同的两种金属离子相互作

用对其中的重金属离子的吸收和积累在不同的生物

体中的作用也是不一样的，在解释其作用机制时存在

着许多自相矛盾的地方。而我们考虑了生物体本身器

官的功能和作用，细致地研究了混合重金属离子相互

作用对重金属离子在这些器官和组织中的积累，首次

把这纷乱的理论解释统一了起来。

混合重金属离子相互作用对Ｃｕ、Ｐｂ这两种金属
离子在鲫鱼体内的积累，在鱼鳃组织中，主要与吸收

进入的位点竞争有关，即受竞争位点理论主导。该理

论认为金属离子进入细胞前先与细胞表面的接受点

结合，其结合能力大小会直接影响到进入细胞的速率

和量。各种离子相互竞争性地与接受位点结合，使得

每一组分的结合量减少，因而使Ｃｕ、Ｐｂ在鱼鳃中的积
累降低。而在肝脏组织中，重金属离子的积累主要与

金属硫蛋白（ＭＴ）的诱导作用有关。ＭＴ主要的生物学
功能调节鱼体内自由金属离子的浓度，特别是减少重

金属离子Ｐｂ、Ｃｄ这种非生物必需元素的毒害作用。
Ｃｄ、Ｃｕ、Ｚｎ等金属离子能激活肝脏中 ＭＴ基因的转
录牞ＭＴ基因得到大量的表达，使鱼的肝脏和肾脏等
部位的ＭＴ含量较高 犤１０犦，进入鱼体内多余的重金属离

子将和ＭＴ结合，在体内被储存起来。由于重金属离
子的诱导作用，使Ｃｕ、Ｐｂ两种离子在鲫鱼肝脏中的积
累增加。

混合重金属离子诱导的 ＬＰＯ产物 ＭＤＡ在鱼鳃
组织中趋于降低和肝脏组织中的增加反映了重金属

离子在鱼组织中的积累状况，在急性联合毒性的作用

研究中，也发现随着组分的增加，化学物的毒性趋向

于加和作用犤１１犦。并且在一定的浓度范围内，鲫鱼组织

中的 ＬＰＯ产物 ＭＤＡ的含量与重金属离子的暴露浓
度相关，可以将ＭＤＡ作为混合重金属离子污染的生
物指示物。

我们的实验可得到以下结论：

（１）混合重金属离子相互作用对Ｃｕ、Ｐｂ在鱼体内
吸收、积累与组织类型有关，在鱼鳃中受表面位点竞

争理论主导，使其积累降低；而在肝脏中受ＭＴ诱导
作用的影响，积累增高。

（２）混合重金属离子在鱼组织中的积累与诱导的
脂质过氧化作用强弱同重金属离子的暴露浓度相关，

暴露浓度越高，组织中的积累浓度越高；ＬＰＯ产物
ＭＤＡ的含量与混合重金属离子的暴露浓度存在指数
关系。用鱼鳃组织的ＭＤＡ变化作为生物指示物指示
环境中存在混合重金属离子的污染敏感于肝脏中的

ＭＤＡ。
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