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ｔｉｎｇ方法检测了鱼肝脏组织内应激蛋白ＨＳＰ７０的诱导表达情况。结果表明，在各试验浓度下，与对照组相比，Ｚｎ２＋对鱼肝
脏内 ＨＳＰ７０有显著的诱导牗Ｐ＜０．０５牘。试验中还发现，在试验浓度低于国家渔业用水标准时，ＨＳＰ７０相对于对照组仍然
表现为明显诱导（Ｐ＜０．０５），充分说明分子生物学指标要比传统的环境检测指标敏感，对污染物早期具有预警的作用。
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Ｚｎ是生物体的必需元素之一，也是优先控制环
境的污染物，它对人和大多数温血动物的毒性很小，

但是对于绝大多数鱼类及其他水生生物具有较大的

毒性作用。有科学家研究发现锌对鱼类的致死浓度开

始于０．０１ｍｇ·Ｌ－１牞这就说明低浓度Ｚｎ的长期作用
具有潜在的的危险犤１犦。

应用生物鉴定的方法来评价重金属对所污染水

体的危害程度是可行的，但是大多数生态毒理和生理

化学的方法，如生物死亡 （ＬＣ５０／ＬＤ５０）、生长受阻
（ＥＣ５０、ＩＣ５０、ＮＯＥＣ等）、繁殖受影响等传统的监测指标
在慢性和低浓度胁迫中表现得并非敏感。近年来研究

发现，应激蛋白可以作为一种生物标志物（ｂｉｏｍａｒｋｅｒ）
应用于分子生态毒理研究中 犤２犦，而且要比传统的以生

长和繁殖等生物学指标更为敏感。应激蛋白目前已发

现 １０余种，根据分子量的大小可分为，ＨＳＰ９０，
ＨＳＰ７０，ＨＳＰ６０和小分子量应激蛋白 ４个主要的家
族，而 ＨＳＰ７０家族是最保守和最主要的一类应激蛋
白，也是生物体发生应激反应后生成最为显著的一类

蛋白质。因此本文研究了在慢性条件下，鲫鱼受Ｚｎ２＋

的慢性胁迫后，肝内应激蛋白ＨＳＰ７０的敏感性，并探
讨了ＨＳＰ７０作为重金属Ｚｎ生物标志物的可行性。

１ 材料与方法

１．１试验仪器
ＰＯＷＥＲＰＡＣ－３００蛋白电泳系统 （美国 ＢＩＯ－
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Ｍ为标准蛋白，从上到下依次为９７．４ｋＤ，６６．２ｋＤ，４４ｋＤ牷Ｃ
为对照组，１，２，３，４依次为浓度组０．０２，０．１，０．５，１ｍｇ·Ｌ－１

图１ Ｚｎ２＋暴露下鱼肝脏组织 ＨＳＰ７０ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
Ｆｉｇｕｒｅ１ＳＤＳ－ＰＡＧＥｏｆＨＳＰ７０ｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆｆｉｓｈｅｘｐｏｓｅｄｔｏＺｎ２＋

ＲＡＤ公司），ＳＩＧＭＡ２Ｋ１５高速冷冻离心机（德国ＳＩＧ
ＭＡ公司），ＢｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒＲＳ－２３２分光光度仪 （德国
ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司），半干式电转印仪（瑞典Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司），各种量程的微量移液器 （法国

ＧＩＬＳＯＮ公司）。
１．２试验试剂

一抗为小鼠抗人ＨＳＰ７０单克隆抗体ＩｇＧ１（加拿大
ＳＴＲＥＳＳＧＥＮ公司提供），二抗为辣根过氧化物标记的
羊抗鼠ＩｇＧ（美国Ｓｔａｂｉｚｙｍｅ公司提供），ＰＶＤＦ膜 牗瑞
典 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司提供牘。用 ＺｎＣｌ２牗美国
ＳＩＧＭＡ公司提供牘配制试验用储备液。试验所用生化
试剂均使用美国 ＡＭＲＥＳＣＯ公司和德国 ＳＩＧＭＡ公司
提供的分子生物学级分析纯。

１．３试验生物
试验采用健康的幼龄鲫鱼作为试验生物（由南京

市水产研究所禄口养殖基地提供），平均体长为１５．２
ｃｍ，体重为５５．７ｇ，养鱼用水为经过空气泵暴气３ｄ的
自来水，试验前将鱼饲养１０ｄ，控制死亡率小于２％。
１．４试验方法

选取健康的无体表损伤的幼龄鲫鱼作为试验用

鱼，试验分为２组，分别为对照组和Ｚｎ２＋试验组。试验
采用４０Ｌ的玻璃缸，对照组和试验组分别为１缸和４
缸，每缸盛水３５Ｌ，浓度分别为０，０．０２，０．１，０．５，１
ｍｇ·Ｌ－１，每缸放鱼６尾，每天更换溶液一次，控制水
温５℃～１０℃，ｐＨ控制在６．０～６．２，暴露４０ｄ后取
样。对照组和每浓度组取样４尾，冲洗后擦干，称重，
解剖，取出鲫鱼肝脏组织，迅速放入预冷的玻璃匀浆

器，加入事先配制的预冷的蛋白抽提液 牗６６ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ｔｒｉｓ／ＨＣｌ，ｐＨ７．２，３％ Ｎｏｎｉｄｅｎｔ－ｐ４０，０．１ｍｍ
ＰＭＳＦ牘犤３犦，进行蛋白抽提。整个操作过程必须在冰浴
中进行，控制温度在４℃以下。随后将匀浆液移入１．５
ｍＬ的离心管，以１５０００ｒ·ｍｉｎ－１４℃下离心３０ｍｉｎ，
将所得上清液冷冻保存在－８０℃下待用犤４犦。

试验采用ＢＲＡＤＦＯＲＤ法牗１９７６牘进行蛋白含量的
测定，以便后期的定量分析，具体操作详见文献犤５犦。
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白质电泳和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ具体操作
根据分子克隆试验指南牗第三版牘犤６犦进行。以每个加样
孔加样量为７０μｇ总蛋白为标准进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳，按１５０Ｖ衡压电泳２ｈ。电泳结束后立即进行蛋白
质电转移，使用半干式电转移系统将凝胶上的蛋白质

转移到ＰＶＤＦ膜上，然后进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ。一抗采
用１∶７５０的稀释比，二抗采用１∶２０００稀释比。所得结
果用英国ＵＶＰ数码凝胶分析系统进行灰度分析，计

算试验各组相对灰度值 牗试验组灰度值／对照组灰度
值牘，并用ＳＰＳＳ１０．０ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ软件进行单因素方差
分析，Ｐ＜０．０５时为显著性差异，Ｐ＜０．０１为极显著
性差异。

２ 结果与讨论

肝脏是动物主要的解毒器官，研究发现重金属主

要富集在动物的肝脏中。生物体在受到任何有害物质

胁迫后的第一个反应就是应激蛋白（ＨＳＰｓ）表达水平
的提高，ＨＳＰｓ作为“分子伴侣”参与蛋白质的折叠、转
位和生物合成等过程，从而提高了细胞和机体的耐受

性，对细胞损伤具有保护作用。应激蛋白作为生物标

志物的主要优势在于它们可以将所有的胁迫效应综

合地表现在诱导蛋白的完整性上，这一点被国外科学

家称为“蛋白毒性”（ｒｏｔｅｏｔｏｘｉｃｉｔｙ）犤７犦。
本试验就鲫鱼经４０ｄＺｎ２＋不同浓度的暴露后，肝

脏组织ＨＳＰ７０的诱导表达的影响进行探讨。
２．１鲫鱼肝脏组织ＨＳＰ７０的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图谱

图１为Ｚｎ２＋暴露下鲫鱼肝脏组织ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋
白电泳图谱，由图可以清晰的看出，各浓度试验组在

７０Ｋｄ大小的地方有明显的蛋白质表达 牗图中箭头
处牘，而且相对于对照组有较明显的表达，各浓度组之
间７０Ｋｄ蛋白质的表达量也与浓度有一定的关系。进
一步进行肝脏组织 ＨＳＰ７０的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ免疫检
测，以确定该７０ｋＤ蛋白是否为ＨＳＰ７０蛋白。

２．２Ｚｎ２＋对鲫鱼肝脏组织ＨＳＰ７０的诱导表达
经过肝脏组织 ＨＳＰ７０的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ免疫检

测，确定该７０ｋＤ蛋白即为ＨＳＰ７０。根据ＵＶＰ数码凝
胶分析系统进行灰度扫描分析可以看出，相对于对

照组，试验组肝脏组织内应激蛋白 ＨＳＰ７０均有显著
的诱导表达（Ｐ＜０．０５），尤其高浓度组为１ｍｇ·Ｌ－１牞
０．５ｍｇ·Ｌ－１，表达尤为明显牗Ｐ＜０．０１牘，表明Ｚｎ２＋对
于肝脏组织有明显的胁迫，并且随着浓度的增加肝脏

组织的损伤加重。但在浓度为０．１ｍｇ·Ｌ－１时，表达
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图２ Ｚｎ２＋暴露下鱼肝脏组织 ＨＳＰ７０ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ
Ｆｉｇｕｒｅ２ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇｏｆＨＳＰ７０ｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｏｆｆｉｓｈｅｘｐｏｓｅｄｔｏＺｎ２＋

注：以上数据为平均值±标准偏差（ＳＤ），ｎ＝４
图３ Ｚｎ２＋暴露下鱼脑 ＨＳＰ７０相对灰度值

Ｆｉｇｕｒｅ３ＲｅｌａｔｉｖｅｇｒａｙｖａｌｕｅｏｆＨＳＰ７０ｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅ
ｏｆｆｉｓｈｅｘｐｏｓｅｄｔｏＺｎ２＋

量趋于稳定。试验中还发现，在低于国家渔业用水标

准，即 Ｚｎ２＋ ＜０．１ｍｇ·Ｌ－１的０．０２ｍｇ·Ｌ－１的浓度
组，相对于对照组仍然有较明显的 ＨＳＰ７０蛋白表达
牗Ｐ＜０．０５牘，这说明低浓度的Ｚｎ２＋仍对鱼肝脏产生
了一定程度的影响。在４０ｄＺｎ２＋暴露过程后期鲫鱼开
始出现移动缓慢，平衡失调，进食量减少甚至停止，鳃

部、尾部和鳍部出现了不同程度的红、烂等病灶，这些

外部症状的出现也说明了经过 Ｚｎ２＋慢性暴露后对鲫
鱼产生了一定程度的影响，见图２，图３。

３ 结论

由以上２个试验看出，可以把应激蛋白ＨＳＰ７０作
为重金属Ｚｎ的生物标志物。国家渔业水质标准规定，
Ｚｎ的浓度应小于０．１ｍｇ·Ｌ－１，然而经过试验发现，
在Ｚｎ２＋浓度为０．０２ｍｇ·Ｌ－１时牞相对于照组仍然有
显著的诱导表达牗Ｐ＜０．０５牘，说明Ｚｎ２＋低浓度的长期
暴露仍然对鱼类产生了一定的损伤，由于在低浓度时

对于鱼体内脏器并没有立刻产生明显的病理性损伤，

不会影响鱼短期内的生长代谢和造成个体死亡，但是

ＨＳＰ７０的诱导表达确实是反映了机体受到外界污染
应激因素的胁迫，长时间的这种胁迫必将造成机体脏

器组织的病变损伤，影响正常的生长代谢。

目前在环境监测中应用的如生物死亡 （ＬＣ５０／
ＬＤ５０）、生长受阻（ＥＣ５０、ＩＣ５０、ＮＯＥＣ等）、繁殖受影响等
传统的监测指标表现得并不敏感，相关的研究已经受

到国内外科研工作者的关注。胡炜等人在研究Ｃｕ２＋、

Ｚｎ２＋诱导稀有 鲫应激蛋白的研究中发现，经５ｄ亚
慢性暴露后，以生长为测试指标，Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋的最低可
观察效应浓度（ＬＯＥＣ）分别是４０μｇ·Ｌ－１和２００μｇ·
Ｌ－１，无可观察效应浓度 （ＮＯＥＣ）分别２０μｇ·Ｌ－１和
１００μｇ·Ｌ－１，但是经 ２０μｇ·Ｌ－１和 １０μｇ·Ｌ－１的
Ｃｕ２＋胁迫暴露后受试鱼体被诱导出 ５４ｋＤ的特异应
激蛋白，同样经过１００μｇ·Ｌ－１的Ｚｎ２＋的５ｄ慢性胁
迫后分别诱导出９４ｋＤ，６７ｋＤ，４０ｋＤ的特异应激蛋
白 犤８犦。最近国外科学家已经建立了一种方法 犤９犦，利用

土壤线虫的 ＨＳＰ７０作为生物标志物，运用转基因技
术和分子生物学手段来实现对土壤生态系统污染的

检测。试验证明在镉的浓度达到１～１０ｍｇ·Ｌ－１就已
经诱导土壤线虫体内 ＨＳＰ７０的表达，而同样条件下
ＬＣ５０指标却为１２０ｍｇ·Ｌ－１。因此土壤生态系统中的
无脊柱动物如线虫等被广泛应用于检测被污染的土

壤样品。以上数据可表明应激蛋白能够反映生物体所

受环境的胁迫效应，且比传统的生长指标更为敏感。

由于应激蛋白存在于一切生物体中牞并且具有高
度的保守性，将其作为环境生物指标运用于不同类别

的生物具有一定的优势，它可以避免传统的环境监测

指标由于不同生物物种和环境因数的差异而引起的

变化，因此可以将试验室的低等生物试验结果应用于

高等动物甚至人类。其次，将应激蛋白作为环境生态

毒理学指标，有助于研究环境中不同污染物的微观作

用机理，了解污染物作用的靶器官靶位点。因此应激

蛋白作为一种早期预警生物标志物研究，必将在生态

毒理研究和生态风险评价中发挥巨大作用。
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