
摘 要：利用４龄起家蚕，添食不同浓度的Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋重金属离子，研究其对家蚕茧质和ＤＮＡ损伤的影响。结果表明，受

Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋影响，实验组家蚕的全茧量、茧层量、茧层率均低于清水对照组；凝胶电泳显示，ＤＮＡ链发生明显的梯状断裂
现象。
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近年来牞随着全球工业牗特别是采矿、冶炼、电镀、
印染等工业牘的迅猛发展牞“三废”排放问题日趋严重牞
其中Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋、Ｈｇ２＋等重金属离子的污染问题倍受
关注犤１－４犦。Ｃｄ２＋等毒性重金属通过大气沉降雨水冲刷
后可被桑叶叶面吸收，其次，大量的含重金属的污水

排入河流和农田灌溉区，通过桑树根的吸收，也会有

一定量的重金属离子被运输并累积于叶片部位，如用

这种桑叶育蚕，必将影响家蚕的生长。国外，增井博之

（日）曾调查过污染重金属在蚕体组织器官内的蓄积

量及进行过毒性的研究犤５犦。国内一些学者用除草剂犤６犦、

苯酚犤７犦、有机磷农药犤８犦、氟化物犤９犦对家蚕的生长、产量

及其生理、生化特性也进行了研究，但目前重金属对

家蚕的生长、产量及毒性机理方面的研究却少见报

道。本研究拟通过添食不同浓度的重金属离子，了解

不同重金属对家蚕产量的影响及对 ＤＮＡ的损伤作
用，这对家蚕养殖、重金属污染物防治的实践将起到

一定的指导意义，并为进一步探讨家蚕重金属中毒机

制积累科学资料。

１ 材料和方法

１．１材料
１．１．１供试蚕品种

皓月（原种），由苏州浒关蚕种场原种分场提供。

１．１．２试剂
ＣｄＣｌ２２．５Ｈ２Ｏ、Ｐｂ牗ＮＯ３牘２（分析纯，上海试剂二厂），

Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ·２Ｎａ、氯仿、ＮａＡｃ、蔗糖牗分析纯，上海生
化试剂公司牘，蛋白酶Ｋ、ＲＮａｓｅＡ、饱和酚ｐＨ８．０、ＳＤＳ
牗上海生工公司牘，琼脂糖（上海植物生理研究所），溴
酚蓝、无水乙醇、９５％乙醇、ＨＣｌ、ＮａＯＨ、硼酸等其它常
用试剂均为国产分析纯。

１．１．３实验溶液
细胞裂解液（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，１０μｇ·ｍＬ－１蛋白酶
Ｋ，０．４％ＳＤＳ）；ＴＥ缓冲液 （１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌｐＨ８．０，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡｐＨ８．０）；ＴＢＥ电极缓
冲液 （Ｔｒｉｓ５４ｇ，硼酸２７．５ｇ，２０ｍＬ０．５ｍｏｌ·Ｌ－１的
ＥＤＴＡｐＨ８．０，定容至１０００ｍＬ）。
１．１．４仪器和设备

台式高速冷冻离心机 （ＢｉｏｆｕｇｅｐｒｉｍｏＲ型，Ｈｅｒ
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表１Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋影响下的家蚕茧质情况

Ｔａｂｌｅ１．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｄｍｉｕｍａｎｄｌｅａｄｏｎｃｏｃｏｏｎｑｕａｌｉｔｙｉｎｓｉｌｋｗｏｒｍ

项目
Ｐｂ２＋／ｍｇ·Ｌ－１ Ｃｄ２＋／ｍｇ·Ｌ－１

清水对照
６００ ５００ ３０ ２０

全茧量 ／ｇ １．２５ １．２８ １．０５ １．１９ １．５１
茧层量 ／ｇ ０．３０ ０．３３ ０．２４ ０．２８ ０．４０
茧层率 ／％ ２４ ２５．７８ ２２．８ ２３．５ ２６．５

ａｅｕｓ公司）；凝胶成像系统（美国Ｇｅｎｅ公司）；微型电
泳槽（Ｈ６－１型，上海精益有机玻璃厂）；台式水浴恒
温振荡器（ＳＨｚ８８－１型）。
１．２方法
１．２．１蚕的饲养及重金属添食试验

１—３龄家蚕，原种蚕室内２５℃桑叶育，饲养管
理，４龄起蚕后，将家蚕分成５区，每区设３个重复，以
６００ｍｇ·Ｌ－１Ｐｂ２＋（１区）、５００ｍｇ·Ｌ－１Ｐｂ２＋（２区）、３０
ｍｇ·Ｌ－１Ｃｄ２＋（３区）、２０ｍｇ·Ｌ－１Ｃｄ２＋（４区）溶液均
匀喷洒桑叶，连续添食。以清水喷洒桑叶作为对照（５
区），在室温下饲养，直至上簇。

１．２．２全茧量 茧层量 茧层率

家蚕上簇９ｄ后，采茧，称重，则为全茧量；削茧，
倒出蚕蛹，将茧壳称重，则为茧层量；茧层量占全茧量

的百分比，即为茧层率。

１．２．３蚕血的采取
在５龄熟蚕上簇前，剪破添食和对照共５区家蚕

的腹足，立即将血液（体液）滴入１．５ｍＬ的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
管中，４℃、３０００ｒ·ｍｉｎ－１、１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀即为
蚕血球（血细胞）。

１．２．４ＤＮＡ的提取
蚕血细胞中加入细胞裂解液，３７℃水浴振荡

１５ｍｉｎ，再加入蛋白酶Ｋ至终浓度１００μｇ·ｍＬ－１，水
浴振荡消化３ｈ。加入等体积的酚和氯仿（１∶１），轻轻
温和地颠倒离心管数次，４℃、１００００ｒ·ｍｉｎ－１、１０
ｍｉｎ，取上清，再重复抽提１次后，加入１／１０体积的３
ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸钠和２．５倍体积的９５％冰乙醇，４℃、
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１、１０ｍｉｎ，取其沉淀溶于２００μＬＴＥ中，
加入无ＤＮＡ酶的ＲＮＡ酶至终浓度１００μｇ·ｍＬ－１，３７
℃水浴３０ｍｉｎ，即为蚕血细胞ＤＮＡ，立即于４℃保存，
并迅速进行琼脂糖电泳检测。

１．２．５琼脂糖凝胶电泳
配制１％的琼脂糖凝胶，并加入终浓度０．５μｇ·

ｍＬ－１的ＥＢ（溴化乙锭），ＤＮＡ的加样量为２０μＬ，电极
缓冲液为 １×ＴＢＥ，电压 １００Ｖ，冰浴电泳 ３０—４０
ｍｉｎ。
１．２．６扫描拍照

电泳结束后，先在紫外透射分析仪下观察凝胶条

带，然后把它移至凝胶成像系统中，用紫外光进行成

像，拍照。

２ 结果和分析

２．１全茧量茧层量茧层率调查情况

见表１。

由表１可以看出，添食Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋组家蚕的全茧
量、茧层量、茧层率均低于清水对照，且受同一重金属

离子影响，随其浓度增加，全茧量、茧层量、茧层率反

而呈下降趋势。在允许浓度范围内，家蚕受Ｐｂ２＋的影
响小于Ｃｄ２＋。
２．２家蚕血细胞ＤＮＡ损伤结果

不同浓度、不同重金属离子对家蚕ＤＮＡ断裂损
伤的影响见电泳图１。从图中可以看出，经过２个龄
期的重金属添食处理，Ｐｂ２＋浓度在６００ｍｇ·Ｌ－１、５００
ｍｇ·Ｌ－１，Ｃｄ２＋浓度在３０ｍｇ·Ｌ－１、２０ｍｇ·Ｌ－１时均
能诱导家蚕血球ＤＮＡ链发生断裂现象，其琼脂糖凝
胶电泳中出现明显的阶梯状的降解条带 （见图中１、
２、３、４号泳道），而清水对照未见ＤＮＡ断裂 （５号泳
道）。

３ 讨论

当用不同浓度的重金属处理后，重金属离子能与

带负电的核酸结合，导致核酸的破坏裂解。本研究中

家蚕在４—５龄熟蚕期间摄入的Ｐｂ２＋、Ｃｄ２＋重金属离
子，经肠的吸收，一部分随血液循环到达各组织器官，

另一部分进入血浆和蚕血细胞。利用血细胞提取

ＤＮＡ，通过琼脂糖凝胶电泳时，在电泳图谱上可见

１．添食６００ｍｇ·Ｌ－１Ｐｂ２＋ ２．添食５００ｍｇ·Ｌ－１Ｐｂ２＋

３．添食３０ｍｇ·Ｌ－１Ｃｄ２＋ ４．添食２０ｍｇ·Ｌ－１Ｃｄ２＋

５．清水对照

图１ 添食不同重金属离子的家蚕血球ＤＮＡ琼脂糖
凝胶电泳图谱

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＰｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆａｇａｒｏｓｅｇｅｌｏｆｓｉｌｋｗｏｒｍｂｌｏｏｄｃｅｌｌＤＮＡ
ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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ＤＮＡ链明显断裂且片段化 （而不是无规则拖尾断

裂），呈现清晰的梯状条带（ｌａｄｄｅｒ）。
家蚕的生活史需经历卵、幼虫、蛹、成虫四个阶

段，为典型的完全变态昆虫。由卵孵化为１龄幼虫经
４次蜕皮成为５龄幼虫，直至上簇，在这短短的２０多
天内，体重成万倍增加，既完成蚕体的成长发育，并且

为丝腺发育、吐丝、营茧奠定丰厚的物质基础，此阶段

新陈代谢极为旺盛。在重金属离子进入血液，破坏

ＤＮＡ结构时，妨碍了血液机能的正常发挥，即影响物
质的输送、贮存、转变，对异物的防御和清除，保持水

分平衡，调节渗透压等生理功能，这必然影响蛋白质、

氨基酸、脂肪、糖类核酸的合成和分解代谢。丝蛋白合

成所需的甘氨酸、丙氨酸、丝氨酸等氨基酸，主要来自

血液中的游离氨基酸，其次一部分来自蚕体的蛋白质

和氨基酸代谢。因此丝腺的正常发育所需的各种物质

及丝蛋白生成的原料得不到保障，最终影响蚕茧的产

量。当然，影响家蚕产丝量的原因还有许多，如重金属

破坏丝腺细胞的结构、各种代谢酶活力的变化、丝素

基因转录酶活性的影响等等，有待进一步研究。基于

我们的试验，建议家蚕养殖户及蚕种生产单位的桑树

种植地应远离冶炼、电镀、印染等重金属排放区，以避

免造成不必要的经济损失。

在本研究中，我们发现Ｐｂ、Ｃｄ诱导家蚕血细胞
ＤＮＡ发生梯状断裂，这是细胞凋亡的现象之一。
Ｃｏｒｃｏｒａｎ研究提出 ＤＮＡ损伤是引发细胞凋亡的开
始犤１０犦。任何 ＤＮＡ的损伤如果没有得到正确的修复，
就可导致ＤＮＡ的损伤，发生突变。在镉、铅的作用下，
ＤＮＡ断裂损伤之所以加强，是因为在损伤ＤＮＡ的同

时又损伤了ＤＮＡ的修复系统。重金属诱导家蚕细胞
凋亡的形态结构及其他生化方法的检测，将成为我们

继续深入研究的内容。
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