
摘 要：为分析水体中 Hg2+、Cd2+急性污染对鱼体肝脏金属硫蛋白（MT）的胁迫效应，筛选其适宜的生物标志物，通过 Hg2+（0.5、1、10
滋g·L-1）、Cd2+（5、10、100 滋g·L-1）单一、混合暴露 96 h半静水实验，采用生物素双抗体夹心酶联免疫吸附法测定了 3、12、24、48、96 h
时紫红笛鲷肝组织 MT的含量。结果表明，96 h内紫红笛鲷肝脏中 MT含量变化为：（1）单一暴露下，汞浓度组（0.5、1、10 滋g·L-1

Hg2+）受诱导率分别为 17.9%、43.7%、51.8%；镉浓度组（5、10、100 滋g·L-1 Cd2+）受诱导率分别为 4.3%、54.7%、84.9%。（2）Hg2+-Cd2+混
合暴露下，Hg1Cd（0.5 滋g·L-1 Hg2++10 滋g·L-1 Cd2+）、Hg2Cd（1 滋g·L-1 Hg2++10 滋g·L-1 Cd2+）、Hg3Cd（10 滋g·L-1 Hg2++10 滋g·L-1 Cd2+）三个
浓度组对鱼肝脏 MT的诱导率均值依次为 22.8%、26.3%、51.7%；Cd1Hg（5 滋g·L-1 Cd2++1 滋g·L-1 Hg2+）、Cd2Hg（10 滋g·L-1 Cd2++1
滋g·L-1 Hg2+）、Cd3Hg（100 滋g·L-1 Cd2++1 滋g·L-1 Hg2+）的平均诱导率分别为 30.1%、26.4%、58.3%。单一、混合暴露下皆具有明显的时
间-效应关系和剂量-效应关系，汞、镉离子污染物浓度的升高和暴露时间的延长，都导致鱼体肝脏 MT含量显著增加；混合暴露浓
度组的诱导率总体上低于单一暴露下的诱导率，反映出 Hg2+-Cd2+混合状态下的拮抗作用。
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Abstract：Metallothionein（MT）plays important roles in binding and detoxifiying heavy metals. However, the responses of MT to acute pol原
lution of Hg2+and Cd2+ in water have not been clear yet. In a semi-static experiment, the levels of MT in the hepatic tissues of Lutjanus ar原
gentimaculatus were determined with enzyme-linked binding assay（ELBA）under single and combined exposure to different concentrations
of Hg2+ and Cd2+ at 3, 12, 24, 48, 96 h. Under exposure to single metal, the levels of MT were increased by 17.9%, 43.7% and 51.8% at 0.5, 1,
10 滋g Hg·L-1, and by 4.3%, 54.7%, 84.9% at 5, 10, 100 滋g Cd·L-1, respectively. Mixed exposure of Hg-Cd promoted MT levels by 22.8%，
26.3%，51.7% for Hg1Cd（0.5 滋g·L-1 Hg2++10 滋g·L-1 Cd2+），Hg2Cd（1 滋g·L-1 Hg2++10 滋g·L-1 Cd2+），Hg3Cd（10 滋g·L-1 Hg2++10 滋g·L-1

Cd2+）, and by 30.1%，26.4%，58.3% for Cd1Hg（5 滋g·L-1 Cd2++1 滋g·L-1 Hg2+）, Cd2Hg（10 滋g·L-1 Cd2++1 滋g·L-1 Hg2+）, Cd3Hg（100 滋g·
L-1 Cd2++1 滋g·L-1 Hg2+）, respectively. In conclusion, both single and mixed exposure of Hg2+ and Cd2+ increase MT levels in the hepatic tis原
sues, with obvious time-response and dose-response. The induction of MT is lower in the mixed treatments than in their corresponding single
ones, indicating the antagonism of Hg2+ and Cd2+.
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重金属通过径流、降水、大气沉降、陆源污染等渠

道进入河口与近岸水域[1-2]，而且其毒性持久、易被水
生生物富集放大。因此，在沿海区域工业经济的迅猛

发展过程中，重金属污染是近岸海洋生态环境质量下

降的重要诱因之一[3]，且威胁到公众健康[4]。常规的生
物质量监测主要是针对生物体或某一器官在某一特

定观测点的重金属含量的静态、定量监测，仅能反映

其累积效应或蓄积浓度，而在低剂量、连续的重金属

污染对亚细胞水平的毒性效应方面未能提供足够的

信息[3，5]。因此，筛选相关的生物标志物并分析其适用
性有助于评价水体中不同重金属种类、含量、暴露条

件对水生生物的潜在毒害效应，并能为渔业水域污染

的早期预警和水产品的健康养殖提供参考依据。

金属硫蛋白（Metallothionein，MT）是一类低分子
量、富含半胱氨酸、能被金属诱导并能结合多个金属

原子的功能蛋白[6-7]，具有很强的热稳定性及抗蛋白
酶消化能力[8]。MT在生物体内对缓解重金属的毒性，
参与微量元素的储存、运输，以及增强机体免疫与应

激能力、清除自由基 [9]等方面担负着重要的生理功
能。自 20世纪 70年代末，即有学者提出以生物组织
中的 MT含量作为水环境监测重金属暴露的一个分
子生态毒理学指标[10-11]。海洋生物 MT的分析测定及
其与重金属污染的关系更是海洋环境与生态毒理学

研究热点之一[8，11-12]。
紫红笛鲷（Lutjanus argentimaculatus）是一种优质

食用鱼类，近年来在我国南海网箱养殖和海洋增殖放

流中的重要性日益突出。近岸水域的污染对紫红笛鲷

的生理、生态产生不同程度的影响，而其体内的污染

物含量及相关生理生化指标亦能反映养殖水域的生

态环境质量。重金属对鱼类的毒性效应已多有报道，

多集中于单一重金属方面[13-16]，而有关海水鱼类在单
一、混合重金属离子急性污染方面 MT含量的比较研
究报道较少[16-17]。本文通过受控实验研究水体中 Hg2+、

Cd2+单一暴露及 Hg2+-Cd2+混合暴露对紫红笛鲷肝脏
MT含量的胁迫效应，明确紫红笛鲷肝脏 MT含量与
暴露时间、剂量的关系，为其作为生物标志物的适用

性提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
实验用紫红笛鲷购自深圳南澳养殖基地，体色正

常，健康活泼，在实验室养殖水槽中暂养 10 d后进行
正式实验。鱼体长（5.61依0.62）cm，质量（5.11依1.67）g
（n=86）；暂养期间水温（22.9依0.8）益，盐度 32.8，pH为
8.2~8.4，持续充氧，换水前 1 h适当投喂专用人工饲
料，用虹吸漏斗吸去残饵、粪便，换水频率为每日 1
次，换水量为每次 1/2水体。实验期间的养殖管理与
暂养期间相同，采用半静水实验法，换水时分别加入

预先配置好对应离子浓度的海水，实验期间受试鱼无

死亡。暂养过程的养殖废水采用双重砂滤法处理后排

放，含重金属的废水、实验完成后的受试生物按照实

验室废液、废水处理方法分别标注、收集，交由专业环

保公司处理，防止二次污染。

1.2 实验设计
为分析水体 Hg2+、Cd2+及 Hg2+-Cd2+混合污染胁迫

对紫红笛鲷肝组织 MT 的诱导，分别以渔业水质标
准[18]中 Hg2+、Cd2+最高允许值和最高允许值的 2倍、20
倍按表 1、表 2设置处理浓度，实验在 0.05 m3养殖用
玻璃钢水槽内进行，各浓度组内分别养殖 40尾。
1.3 样品采集与处理

分别于暴露 3、6、12、24、48、96 h时采样，每处理
组各随机取 4~5条受试鱼，用纱布擦干鱼体，于冰盘
内迅速解剖取肝脏组织，称重，用 4 益预冷 0.86%生
理盐水淋洗，滤纸吸干后，置于 1.5 mL离心管中，-70
益保存，待测。

取冷冻待测样，室温解冻，按 1颐4（M/V）加入预冷

表 2 Cd2+及 Cd2+-Hg2+急性污染胁迫的浓度设置
Table 2 Acute exposure concentrations of Cd2+ and Cd2+-Hg2+

表 1 Hg2+及 Hg2+-Cd2+急性污染胁迫的浓度设置

Table 1 Acute exposure concentrations of Hg2+ and Hg2+-Cd2+

处理 Treatments CK Hg1 Hg2 Hg3 Hg1Cd Hg2Cd Hg3Cd
离子种类 Ions 0 Hg2+ Hg2+ Hg2+ Hg2+-Cd2+ Hg2+-Cd2+ Hg2+-Cd2+

浓度 Concentrations/滋g·L-1 0 0.5 1 10 0.5-10 1-10 10-10

处理 Treatments CK Cd1 Cd2 Cd3 Cd1Hg Cd2Hg Cd3Hg
离子种类 Ions 0 Cd2+ Cd2+ Cd2+ Cd2+-Hg2+ Cd2+-Hg2+ Cd2+-Hg2+

浓度 Concentrations/滋g·L-1 0 5 10 100 5-1 10-1 100-1
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的 Tris-HC1缓冲液（0.01 mol·L-1 Tris，0.25 mol·L-1蔗
糖，0.1 mmol·L-1 EDTA，pH7.5），用 FSH-2A型可调高
速匀浆机匀浆，将匀浆液用高速冷冻离心机 4 益离心
15 min（离心力 4 024 g），冷藏于 4 益的冰箱内待测。
每样品均设 3个平行，于 5 h内完成 MT的测定。

金属硫蛋白的测定采用生物素双抗体夹心酶联

免疫吸附法（南京建成生物工程研究所鱼用 MT Elisa
试剂盒，检测限 0.05~20 ng·mL-1）。操作步骤按照试剂
盒说明书，试剂盒在室温放置 30 min后打开，首先用
标准品稀释液稀释标准品，测定吸光值，绘制 MT标
准曲线；然后向酶标板依次加入待测样品、生物素标

记的抗-MT抗体、链霉亲和素-HRP；酶标板经洗板
机洗板后，加显色剂，振荡混匀后，避光显色 10 min；
加终止剂 50 滋L终止反应；10 min内用 Biorad xMark
酶标仪在 450 nm波长测定吸光值。
1.4 数据分析方法

所得数据均以均值依标准差表示。数据分析用
SPSS 15.0 的单因素方差分析中的最小方差显著法
（Least significant difference，LSD）检验差异性，显著性
水平为 P<0.05。数据绘图用 Sigmaplot 11.0完成。
2 结果与分析

按照试剂盒鱼体 MT工作曲线的测定方法，将定
容后各浓度标准品的吸光值与对应的 MT含量作标
准曲线，得

Y=-2.328+2.201X，R2=0.946（n=10）
经单因素方差分析，空白组 MT含量在各监测点

（3、6、12、24、48、96 h）差异不显著（n=18，P>0.05）。
2.1 紫红笛鲷肝脏 MT对 Hg2+胁迫的响应

紫红笛鲷肝脏 MT含量对单一 Hg2+污染胁迫的响
应见图 1。按暴露时间分析，3 h时各浓度组 MT含量
变化不显著（P>0.05），其中低、中浓度组（Hg1、Hg2）的
MT含量分别被诱导 4.5%、23.1%，高浓度组（Hg3）略
受抑制（2.1%）；暴露 6 h时，Hg1、Hg3的 MT含量受到
不同程度地抑制（6.4%，26.2%），而 Hg2组 MT则受到
显著诱导（P<0.05）；暴露 12 h时，各浓度组 MT含量
显著升高，诱导率为 25.1%~69.6%；暴露 24 h时，Hg1
组 MT含量的抑制率为 20.9%，Hg2、Hg3组均受到显
著诱导；暴露 48 h、96 h时，各浓度组鱼肝脏 MT含量
均显著高于对照组（诱导率达 44.8%~109.4%）。

从不同 Hg2+浓度的急性胁迫响应来看，96 h内，
Hg1、Hg2 和 Hg3 浓度组受诱导率分别为 17.9%、
43.8%和 51.8%。可见，紫红笛鲷肝脏 MT含量的变化

对 Hg2+具有明显的剂量-效应关系。总体上 MT含量
呈增加趋势，反映了鱼体肝脏 MT对水体中 Hg2+胁迫
的响应和解毒作用。此外，各浓度组随暴露时间的增

加，MT含量的变化幅度（诱导或抑制率）亦存在一定
程度的差异，如 Hg1组在暴露 6、24 h时及高浓度在
暴露 3、6 h时受抑制。

2.2 紫红笛鲷肝脏 MT对 Cd2+胁迫的响应
图 2 为紫红笛鲷肝脏 MT含量对 Cd2+污染胁迫

的响应。从暴露时间来看，3 h时，低浓度组（Cd1）略
受抑制（P>0.05），中、高浓度组（Cd2、Cd3）受到显著诱
导，诱导率分别为 33.0%、41.3%；暴露 6 h 时，MT 含
量均受到不同程度地诱导，Cd1、Cd2 组的变化不显
著，高浓度组 Cd3受显著诱导，诱导率为 55.4%；暴露
12 h时，Cd2、Cd3浓度组肝脏 MT含量较对照组有显
著升高，诱导率为 22.4%~103.6%；暴露 24、48 h 时，
MT持续被诱导并显著高于对照组（P<0.05），诱导率
（14.8%~97.3%），较 12 h时略有下降，而低浓度组
Cd1 则与对照组无显著性差异（P>0.05）；暴露 96 h
时，各浓度组鱼体肝脏 MT均被诱导，其中 Cd2和
Cd3显著高于对照组（P<0.05）。

总体上，96 h Cd2+胁迫对紫红笛鲷肝脏 MT含量
变化具有较明显的剂量-效应关系：Cd1、Cd2、Cd3浓
度组的诱导率平均为 4.3%、54.7%和 84.9%；而 Cd1
组则无显著变化（P>0.05），仅表现出诱导趋势，表明
紫红笛鲷肝脏 MT含量对水体低浓度 Cd2+（5 滋g·L-1）
污染需要更长时间暴露才能表现出胁迫响应。

2.3 紫红笛鲷肝脏 MT对 Hg2+-Cd2+混合胁迫的响应
Hg2+-Cd2+混合暴露下，紫红笛鲷肝脏 MT含量的

图 1 紫红笛鲷肝脏 MT含量对 Hg2+污染胁迫的响应
Figure 1 Responses of MT contents in liver of L. argentimaculatus

to Hg2+ pollution
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图 2 紫红笛鲷肝脏 MT含量对 Cd2+污染胁迫的响应
Figure 2 Responses of MT contents in liver of L. argentimaculatus

to Cd2+ pollution

变化见图 3。在暴露 3、6 h 时，除 Hg2Cd 组受抑制
35.0%以外，其余 Hg2+-Cd2+联合浓度组无显著变化
（P>0.05）；暴露 12 h时，各浓度组 MT均有不同程度
增加，诱导率 31.3%~68%；暴露 24 h时，低、中浓度组
（Hg1Cd、Hg2Cd）鱼体肝脏 MT的含量与对照组无显
著性差异（P>0.05），高浓度组（Hg3Cd）受诱导显著，
诱导率为 24.3%；暴露 48 h 时，中、高浓度联合暴露
下，MT 含量皆显著增加，诱导率分别为 58.4%、
82.8%；暴露 96 h时，各处理组鱼体肝脏 MT含量均
较对照组有不同程度的上升（P<0.05，诱导率为
67.6%~108.7%）。

综合分析可知，Hg2+-Cd2+联合污染胁迫下，MT含
量的变化较单一 Hg2+污染下表现出“迟滞”效应，对污
染胁迫的响应没有单一 Hg2+污染灵敏，在一定程度上
反映了水体 Hg2+-Cd2+混合污染条件下的拮抗作用；
而在较长时间的污染胁迫（48，96 h）下，鱼体肝脏 MT
含量受诱导程度不断增加，逐渐发挥其解毒作用。在

96 h暴露时间内，Hg1Cd、Hg2Cd、Hg3Cd三个浓度组
对鱼肝脏 MT 的诱导率均值依次为 22.8%、26.3%、
51.7%，表明鱼肝脏 MT含量作为 Hg2+-Cd2+污染胁迫
的生物标志物具有较好的应用价值。

2.4 紫红笛鲷肝脏 MT对 Cd2+-Hg2+混合胁迫的响应
紫红笛鲷肝组织 MT含量对 Cd2+-Hg2+混合污染

胁迫的响应见图 4。暴露 3 h时，Cd2+-Hg2+联合处理组
MT含量略受诱导（P>0.05）；暴露 6 h时，低、中浓度
组（Cd1Hg、Cd2Hg）MT含量受抑制，其中 Cd2Hg组受
抑制率达 35%（P<0.01）；暴露 12 h时，各浓度组受到
不同程度地诱导，Cd1Hg、Cd3Hg 诱导率分别为
52.4%、81.5%，Cd2Hg组 MT含量变化不显著；暴露
24 h时，各处理组与对照组无显著差异（P>0.05）；暴
露 48、96 h时各处理组的 MT含量受到显著诱导，诱
导率 58.4%~107.5%。

在 96 h暴露过程中，紫红笛鲷肝脏 MT含量的变
化表明：暴露 3 h时，各处理组 MT含量略呈升高（P>
0.05）；随暴露时间的增加，Cd1Hg在暴露 12、48、96 h
时受显著诱导；Cd2Hg在暴露 6 h受显著抑制，在暴
露 48、96 h时受显著诱导；Cd3Hg在暴露 12、48、96 h
时受显著诱导。混合胁迫下，Cd1Hg、Cd2Hg、Cd3Hg的
平均诱导率分别为 30.1%、26.4%、58.3%；混合暴露条
件下，紫红笛鲷肝脏 MT的含量随暴露时间的增加和
Cd2+浓度的增加而升高，各混合浓度组低于其对应的
单一 Cd2+浓度组。

3 讨论

水体污染物的毒性研究主要包括低浓度污染物

的毒性机理和对水生生物所可能产生的毒性效应两

方面[12]。重金属污染物引起过氧化损伤是其对生物机

图 3 紫红笛鲷肝脏 MT含量对 Hg2+-Cd2+联合污染胁迫的响应
Figure 3 Responses of MT contents in liver of L. argentimaculatus

to Hg2+ and Cd2+ combined pollution

图 4 紫红笛鲷肝脏 MT含量对 Cd2+-Hg2+复合污染胁迫的响应
Figure 4 Responses of MT contents in liver of L. argentimaculatus

to Cd2+ and Hg2+ combined pollution
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体产生毒害的一个重要原因[12，19-24]。

在生物体内，重金属水平与金属硫蛋白的蛋白和

基因表达水平之间存在典型的倒“U”型关系，即当重
金属低于某一浓度阈值时，金属硫蛋白会随着重金属

剂量增加而上升；而一旦超出浓度阈值，重金属就会

对生物产生不可逆毒性，金属硫蛋白水平就会随着重

金属水平增加而降低[11]。本文监测结果表明，96 h内，
紫红笛鲷肝脏 MT含量的变化趋势处于倒“U”型的左
侧区域，总体上处于上升阶段；在各监测点，MT含量
与暴露时间、重金属 Hg2+、Cd2+的浓度并非呈单纯、严
格的线性关系，作为生物标志物之一，MT含量的变化
是受试生物种类、暴露时间、污染物浓度三者相互作

用的综合表征。

3.1 MT对 Hg2+、Cd2+污染胁迫的响应
即使同一种重金属污染物在鱼体不同组织和器

官中的蓄积量亦存在较大差异，在鳃、肝、肾中的蓄积

量及波动幅度均大于肌肉[25]。由于肝的解毒作用和肾
的排泄作用，该组织可诱导产生大量 MT，而鳃的滤水
和呼吸作用使其成为水体中重金属离子进入鱼体的

重要通道，但并非靶器官[26]。但在低浓度、长期暴露
（30 d）下，虹鳟（Oncorhynchus mykiss）鳃组织的镉蓄
积量达到其急性致死剂量（96 h LC50）的 20~40倍，慢
性蓄积于鳃组织的镉在 EDTA处理下仍不能有效去
除[27]。当有机体受重金属胁迫时，金属硫蛋白 MT将
会在各种组织中合成，而 Hg、Zn、Cd、Cu等由于与硫
蛋白具有较强的结合力会被氧化为难溶性的多聚体

复合物，先以一种不溶状态贮存在 2级和 3级溶酶体
中，最后通过胞吐作用以不溶物的形式排出体外，从

而表现出 MT对 Hg、Cd、Cu等重金属的解毒作用[28]。
MT含量的升高，是机体对重金属暴露的一种适应性
调节，通过与抗氧化免疫系统以协同的方式共同发挥

抗氧化功能[29]。但在重金属胁迫下会造成鱼体的抗氧
化损伤，从而产生大量的氧自由基，MT在机体受到大
量的氧自由基胁迫时会被活性氧自由基（Reactive
oxygen species，ROS）氧化，MT含量相应下降。

贾秀英等 [29]对 Cd2+的研究也认为黑斑蛙肝脏内
的 GSH与 MT含量变化可能是机体抗氧化损伤的机
理之一。但目前 ROS诱导 MT产生的机制还未清楚，
有待进一步的研究。本研究表明，随暴露时间和 Hg2+、
Cd2+浓度的增加，紫红笛鲷肝脏 MT含量表现出明显
的时间-效应和剂量-效应关系。在暴露 6 h时 Hg2浓
度组鱼体肝脏 MT含量受到显著诱导，而 Cd2浓度组
暴露 12 h才受到显著诱导，而 96 h水体暴露下 Cd2、

Hg2浓度组鱼体肝脏 MT含量的变化表明 Cd2+对 MT
的诱导大于 Hg2+，且总体上诱导率皆随污染物浓度的
升高和暴露时间的增加而呈上升趋势。这与水体中

Cd、Hg离子浓度有关。Hg2+-Cd2+、Cd2+-Hg2+联合胁迫
下紫红笛鲷肝脏内的 MT含量在 12 h时均开始逐渐
受诱导升高，其中 Hg1Cd、Hg3Cd、Cd1Hg、Cd3Hg处理
组均显著增加，且 96 h内 Hg2+-Cd2+各处理组的平均
诱导率分别略低于 Cd2+-Hg2+对应组。这表明紫红笛
鲷肝脏抗氧化防御系统发挥其清除 ROS 的功能后
MT被显著诱导，与重金属离子结合消减重金属对肝
脏的毒性作用，而混合胁迫下的 MT诱导率较单一胁
迫下低则反映了一定程度上水体中 Hg2+-Cd2+混合状
态下的拮抗作用。

3.2 MT作为生物标志物的应用及影响因素
近年来，MT作为水环境重金属污染的生物标志

物研究已引起广泛关注，其监测方法亦处于不断丰富

和完善中。与镉-血红蛋白亲和法[29]相比，Elisa法具有
特异、简便及灵敏的特点[30]。鱼体内的 MT与水体环
境和体内组织中的重金属之间有显著的相关性。林芃

等 [17，30]采用 Elisa法对不同水域、不同鱼种的组织器
官 MT含量研究发现其与水体中重金属有一定的相
关性。此外，分子生物学技术在环境科学方面的应用，

促进了水生生物金属硫蛋白基因序列克隆的发展，实

时荧光定量 PCR方面的研究亦多有报道[11，31-32]。
今后的研究应量化水体-组织中重金属含量及其

与 MT含量的关系，同时，实验过程中应分析多种因
素（如生物种类、大小、饵料丰歉、水温、污染物相互作

用）的影响，从而提高生物标志物在渔业水域环境监

测和污染预警方面的实际应用价值。

4 结论

（1）96 h的半静水实验结果表明，水体汞、镉离子
单一污染胁迫下，汞浓度组（0.5、1、10 滋g·L-1 Hg2+）受
诱导率分别为 17.9%、43.7%、51.8%；镉浓度组（5、10、
100 滋g·L -1 Cd2 +）受诱导率分别为 4.3%、54.7%、
84.9%。
（2）Hg2+-Cd2+混合暴露下，Hg1Cd、Hg2Cd、Hg3Cd

三个浓度组对鱼肝脏 MT 的诱导率均值依次为
22.8%、26.3%、51.7%；Cd1Hg、Cd2Hg、Cd3Hg 的平均
诱导率分别为 30.1%、26.4%、58.3%。单一、混合暴露
下皆具有明显的时间-效应关系和剂量-效应关系，随
着污染物浓度的升高和暴露时间的延长，鱼体肝脏

MT的含量亦显著增加；混合暴露处理组的诱导率总
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体上分别低于其单一暴露下的诱导率，反映出 Hg2+-
Cd2+离子混合状态下的拮抗作用。
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