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摘要: 采用实时荧光定量 PCR 法，研究了不同浓度镉( Cd2 + ) 对长江华溪蟹( Sinopotamon yangtsekiense) 金属硫蛋白( metallothionein，简称 MT) 在

肝胰腺、鳃、肌肉和心脏中 mRNA 表达的诱导作用及低分子量壳聚糖( low molecular weight chitosan，简称 LMWC) 的联合作用． 镉浓度分别为 29、

58 和 87 mg·L －1，镉与 LMWC 的联合作用组分别为 58 mg·L －1 Cd2 + + 20 mg·L －1 LMWC、58 mg·L －1 Cd2 + + 40 mg·L －1 LMWC 和 58 mg·L －1

Cd2 + + 80 mg·L －1 LMWC; 处理时间均是 4 d． 结果显示，与对照组相比，在镉胁迫下，长江华溪蟹肝胰腺、鳃和肌肉组织中 MT mRNA 表达显著

增加，而心脏中的变化不显著． 在 LMWC 和镉共同作用下，MT mRNA 的表达在肝胰腺和鳃组织中比镉单独作用( 58 mg·L －1 Cd2 + ) 显著下降，

而肌肉和心脏中的变化没有统计学意义． 镉能诱导长江华溪蟹 4 种组织中 MT mRNA 的表达，且具有组织差异性; 在 LMWC 与镉联合作用下，

MT mRNA 的表达有一定程度的下降．
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Abstract: In order to investigate the impact of cadmium on the mRNA expressions of metallothionein ( MT) in hepatopancreas，gill，heart and muscle of

the freshwater crab Sinopotamon yangtsekiense and its effects in combination with low molecular weight chitosan ( LMWC) ，individual crabs were exposed

to different concentrations of cadmium ( 0，29，58 and 87 mg·L －1 ) ，or exposed to cadmium ( 58 mg·L －1 ) plus different concentrations of LMWC ( 20，

40 and 80 mg·L －1 ) for 4 days． The expression levels of MT were measured by real-time quantitative PCR． The results showed that cadmium significantly

induced mRNA expressions of MT in hepatopancreas，gill and muscle，while the alteration of mRNA was not significant in the heart of S． yangtsekiense

compared with the control． Moreover，the mRNA expressions in hepatopancreas and gill were markedly decreased in the groups of cadmium plus LMWC

compared with the cadmium group． It is concluded that cadmium can induce MT mRNA expressions in four tissues of S． yangtsekiense． However the

effects are different in various tissues． The combination treatment of LMWC and cadmium can decrease the MT in S． yangtsekiense in a certain range．

Keywords: Sinopotamon yangtsekiense; metallothionein mRNA expression; cadmium; low molecular weight chitosan
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1 引言( Introduction)

镉( cadmium，Cd) 在水生生态系统中通过食物

链的逐级放大，危害生态系统，最终对人体产生影

响． 研究表明，大多数重金属能诱导水生动物肝脏、
肾 脏 和 脑 等 一 些 重 要 器 官 金 属 硫 蛋 白

( metallothionein，简称 MT) 的生物合成增加( 任宏伟

等，2001) ． 金属对 MT 的诱导作用发生在转录水平，

它与 MT 基因上游序列中的金属效应元件( MREs)
结合，从而启动 MT 的 mRNA 转录( Mahmood et al． ，

2009) ，这种转录调节与重金属浓度密切相关，可反

映水环境中的重金属污染程度( 陈春等，2009 ) ． 因

此，MT mRNA 的转录水平可以作为一种监测水体

受重金属毒害的生物标志物( Ma et al． ，2009) ．
壳聚糖( chitosan) 是甲壳素脱乙酰基后的降解

产物，是自然界中唯一大量存在的碱性氨基多糖．
低分子量壳聚糖( 1ow molecular weight chitosan，简

称 LMWC) 是壳聚糖经降解形成的可溶于水的低分

子聚合物，具有抗氧化、抗菌、抗肿瘤等作用 ( Yin
et al． ，2009) ． 在抗氧化作用方面，壳聚糖具有很强

还原能 力，能 有 效 清 除 羟 基 自 由 基、超 氧 阴 离 子

( Feng et al． ，2007; Kim et al． ，2007 ) 等自由基，减

少脂质过氧化产物丙二醛( MDA) 的生成量，提高超

氧化物歧化酶( SOD) 、过氧化氢酶( CAT) 、谷胱甘

肽过氧化物酶( GPx) 等抗氧化酶的活性．
本课题组吉晋芳等( 2008) 通过测定 SOD、CAT、

GPx 等抗氧化酶的活性发现，LMWC 对镉引起的长

江华溪蟹组织器官氧化损伤有一定的防护作用． MT
具有重金属解毒功能． 那么，LMWC 对 MT mRNA 转

录水平的作用又如何? 鉴于此，本实验采用实时荧

光定量 PCR 法( Paul-Pont et al． ，2010 ) ，研究了镉

胁迫下长江华溪蟹( Sinopotamon yangtsekiense) 4 种

组织( 肝胰腺、鳃、肌肉和心脏) MT 在 mRNA 转录水

平的变化，以及在镉和 LMWC 联合作用下表达的变

化规律，从而阐明机体防护镉污染的机理与 LMWC
的防护机制，为 LMWC 作为重金属毒性的防护剂提

供科学依据．

2 材料与方法( Materials and methods)

2． 1 实验材料

长江华溪蟹购于太原市五龙口水产批发市场，

置实验室水缸中暂养两周以上，养殖用曝气 48 h 的

自来水，实验前 24 h 停止喂食． 实验时随机选取 28

只活动正常、反应灵敏的个体( 体重( 21． 97 ± 3． 97)

g) 随机分成 7 组进行染毒．
2． 2 试剂与仪器

乙醇、氯仿、异丙醇( 北京化工厂) ，CdCl2·2． 5H2O

( 天津市博迪化工厂) ，LMWC ( 浙江金壳甲壳生物

公司) ，Trizol 试剂盒( 北京 Biomed) ，反转录试剂盒

( TaKaRa) ，HS Taq 酶( TaKaRa) ，MT 和 β-actin 基因

的引物与探针均由上海水源生物公司合成．
低温冷冻离心机( Thermo MR23 ) ，凝胶成像系

统( Fluor Chem HD2 ) ，实时荧光定量 PCR 仪( 7500
Real Time PCR system，ABI ) ，酶标仪 ( Spectra Max
M5) ．
2． 3 实验方法

2． 3． 1 染毒处理 采用体外暴露法对长江华溪蟹

进行染毒． 实验设计 7 个处理组，分别是空白对照

组，29、58、87 mg·L －1 Cd2 + 组，Cd2 + ( 58 mg·L －1 ) 与

3 个不同浓度的 LMWC( 20、40 和 80 mg·L －1 ) 联合

作用组，每组 4 只个体，且均设平行． 染毒时间 4 d．
2． 3． 2 提取 RNA 严格按照 Trizol 试剂盒说明书

操作提取各组织中总 RNA，所提取的 RNA 用酶标

仪测定其 A260、A280并且计算比值，其中 A260 /280 在 1． 8
～ 2． 1 之间为合格．
2． 3． 3 引物与探针 MT 与 β-actin 基因的引物和

探针序列见表 1．

表 1 MT 与 β-actin 基因的引物与探针序列

Table 1 Sequences of primers and probes of MT and β-actin

基因 引物与探针序列

MT 正向引物 5'-CCTAGACCTGCTCGCTGATC-3'

MT 反向引物 5'-CCGCTGTCCCTGCTGATAG-3'

MT 探针 5'-CGTCACCGCCACTACCGTCACACC-3'

β-actin 正向引物 5'-ATGAAGGTTATGACTGAACGAGG-3'

β-actin 反向引物 5'-GCAGCAGCTTGAGCCATTT-3'

β-actin 探针 5'-TCCTTCACTACCACAGCAGAGCG-3'

2． 3． 4 MT mRNA 表达的测定 将所有提取好的

RNA 反转合成 cDNA 第一链，再以 cDNA 为模板在

实时荧光定量 PCR 仪上进行荧光定量 PCR． PCR 反

应体系为 20 μL，其中 ddH2 O 12． 3 μL，Mg2 + 2． 0
μL，10 × PCR buffer 2． 0 μL，dNTP 0． 1 μL，正义引物

( + ) 和反义引物( － ) 各为 1． 0 μL，Taq DNA 聚合

酶( 5 u·L －1 ) 0． 2 μL，模板 cDNA 1． 0 μL，MT 探针

0． 4 μL． PCR 反应条件: 预变性 95 ℃ : 3min; 94 ℃ :

30 s，55 ℃ : 30 s，72 ℃ : 30 s，共 45 个循环; 在 72 ℃
延伸阶段收集荧光信号．
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2． 3． 5 β-actin mRNA 表达的测定 用管家基因( β-
actin) 作参照，实验方法同上．
2． 4 数据分析

数据均为 MT mRNA 与 β-actin mRNA 表达量的

比值． 实验所得数据用 spss15． 0 软件分析，各处理

组与对照组的比较用单因素方差分析，结果用平均

值 ± 标准误差表示，p ＜ 0． 05 表示有显著性差异;

p ＜ 0． 01 表示有极显著差异．

3 结果( Results)

3． 1 镉对长江华溪蟹 4 种组织 MT mRNA 表达的

诱导

从图 1 看出，在较高浓度 58 mg·L －1 Cd2 + 胁迫

下，长江华溪蟹肝胰腺中 MT mRNA 表达显著升高，

为对照组表达量的 1． 83 倍 ( p ＜ 0． 05) ; 鳃组织在浓

度 58 mg·L －1 Cd2 + 时其表达量为对照组的 1． 52 倍

( p ＜ 0． 05 ) ，MT mRNA 的表达显著升高，在高剂量

( 87 mg·L －1 Cd2 + ) 下其表达没有进一步增加． 肌肉

组织在 29 mg·L －1 Cd2 + 时，其 MT mRNA 的表达量

为对照组的 1． 29 倍( p ＜ 0． 05 ) ，随着镉浓度的增

加，肌肉中 MT mRNA 的表达呈下降趋势，但无显著

性变化． 而心脏组织中 MT mRNA 的表达在各个剂

量组下均无显著性变化．

图 1 镉对长江华溪蟹 4 种组织 MT mRNA 表达的诱导作用

( 将对照组数值标准化为 1，其它组数值为与对照组的比

值; 与空白对照组相比，* p ＜ 0． 05 表示有显著性差异)

Fig． 1 MT mRNA expression levels in four tissues of S．

yangtsekiense exposed to Cd2 + ( The values of control group

are standardized as 1，the other values of groups are the

ratios with the control group; significant difference is

indicated by * p ＜ 0． 05 compared with the control group)

3． 2 低分子量壳聚糖对镉诱导长江华溪蟹 4 种组

织 MT mRNA 表达的作用

由图 2 观察到，与 58 mg·L －1 Cd2 + 单独作用相

比，加入 LMWC 的 3 个浓度组中，长江华溪蟹肝胰

腺组织中 MT mRNA 的表达均显著下降，分别是对

照组的 0． 60、0． 59、0． 56 倍 ( p ＜ 0． 05 ) ． 鳃中 MT
mRNA 的表达量比 58 mg·L －1 Cd2 + 显著下降( p ＜
0. 05) ． 但是，在 LMWC 作用下肌肉 和 心 脏 中 MT
mRNA 的表达变化与 58 mg·L －1 Cd2 + 单独作用相比

均没有统计学意义．

图 2 LMWC 对镉诱导长江华溪蟹 4 种组织 MT mRNA 表达

的作用( 注: 将浓度组( 58 mg·L －1 Cd2 + ) 数值标准化为1，

其它组数值为与浓度组( 58 mg·L －1 Cd2 + ) 的比值; 与浓

度组( 58 mg·L －1 Cd2 + ) 相比，# p ＜ 0． 05 表示有显著性差

异)

Fig． 2 MT mRNA expression levels in four tissues of S． yangtsekiense

exposed to LMWC plus Cd2 + ( Note: The values of

concentration ( 58 mg·L －1 Cd2 + ) are standardized as 1，the

other values of groups are the ratios with the concentration ( 58

mg·L －1 Cd2 + ) ; significant difference compared with Cd group

( 58 mg·L －1 Cd2 + ) is indicated by#p ＜ 0． 05)

4 讨论( Discussions)

镉通过呼吸道和消化道进入机体，在动物体内

的半衰期长达 10 ～ 35 年，不仅对肝、肾、骨和生殖等

多种器官系统产生损伤，还具有一定的致癌性和致

突变性． 镉暴露引起机体细胞膜受到活性氧自由基

攻击，会导致脂质过氧化． 李涌泉等( 2008 ) 研究指

出，镉浓度 29 mg·L －1和 58 mg·L －1暴露 4 d 显著降

低了河南华溪蟹( Sinopotamon henanense) 肝胰腺和

鳃 SOD、GPx 酶活性，并增加了脂质过化产物 MDA
的含量，反映出镉对华溪蟹组织有氧化损伤作用．
因此，有必要深入研究机体预防镉毒性作用的机制．

金属硫蛋白被认为是在重金属代谢和解毒中

发挥极其重要作用的生物标志物． 重金属诱导 MT
合成主要是通过调控其基因转录水平来实现的． MT
是自然状态下已知的唯一的含镉的蛋白质，富含半

胱氨酸，具有被镉诱导高效表达的特点，其基因表

达水平更能灵敏的反应生物体受镉污染程度( Fang
et al． ，2010) ． 当机体中的 MT 被诱导后，一方面可

与镉结合，降低镉浓度; 另一方面可通过清除羟自
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由基，增强抗氧化酶的活性，阻断脂质过氧化链式

反应，减少脂质过氧化损伤．
本实验研究表明，在镉胁迫下长江华溪蟹肝胰

腺和鳃组织中 MT mRNA 表达水平都有不同程度的

升高，其中 58 mg·L －1镉诱导肝胰腺和鳃 MT mRNA
表达达到最大值，而 87 mg·L －1镉浓度下 MT 表达量

没有进一步增加; 镉浓度 29 mg·L －1 时显著增加了

肌肉 MT mRNA 表达，但是随着镉浓度的增加肌肉

组织的变化与对照组相比没有显著性差异; 镉对心

脏 MT mRNA 表达的改变没有显著性差异． 其原因

可能是 MT 作为应激蛋白，其诱导表达是有一定限

度的，在一定条件下，其表达量随重金属浓度增加

及暴露时间延长而升高，由于 MT 半胱氨酸残基上

的巯基与有害重金属结合，减少了重金属对机体的

毒性; 而当重金属浓度持续增加时，暴露时间持续

延长，MT 表达量不再增加，甚至有下降趋势． 从本

文结果还可以看出，镉在不同组织中诱导产生 MT
mRNA 的水平有较大差异，其中肝胰腺 MT mRNA
的诱导量较大，其次是鳃和肌肉组织，且与对照组

相比有显著性变化，而心脏中 MT mRNA 的诱导量

较低． 这主要是由于肝胰腺是重金属蓄积的主要组

织，是 MT 合成的重要场所，而鳃是甲壳类动物的呼

吸器官，鳃中镉吸收程度强于排泄及转移． 何永吉

等( 2007) 发现，镉暴露可诱导河南华溪蟹肝胰腺和

鳃中 MT 蛋白大量表达，且肝胰腺中的诱导量高于

鳃和肌肉的，这与本文结果一致． 此外，镉对华溪蟹

心脏组织 MT mRNA 表达的影响及相关机制有待于

进一步研究．
低分子量壳聚糖能吸附、螯合镉离子形成复合

物( 丁纯梅等，2003 ) ，减少镉进入机体的浓度; 另

外，LMWC 本身还具有抗氧化作用． Sun 等( 2007) 报

道，LMWC 具有相对更强的抗氧化活性，短链壳聚

糖分子中的活性官能团更容易暴露出来，有利于清

除氧自由基，发挥其抗氧化能力． LMWC 活性羟基

上的 H 与·OH作用从而清除·OH; 其—NH2与·OH
发生取代基反应，形成稳定的大分子自由基; LMWC
对 Fe2 + 和 Cu2 + 的螯和还可以阻断氧化性最强的

·OH的生成． LMWC 清除生物体内氧自由基( O·－
2

和·OH) ，不仅降低了镉的毒性，还缓解了镉对 SOD
和 GPx 活性的抑制( 吉晋芳等，2008 ) ． 多项研究表

明，LMWC 能使实验动物肝组织中的 SOD、CAT 等

抗氧化酶显著升高，MDA 明显降低( 王鑫等，2007;

金黎明等，2007; 高晚霞等，2009) ，对肝损伤有较为

明显的防护作用． 本文结果显示，在 LMWC 与镉联

合作用下，长江华溪蟹肝胰腺和鳃中 MT mRNA 表

达水平明显下降，而心脏和肌肉中 MT mRNA 水平

的变化没有显著性差异． 总之，LMWC 可以保护生

物体组织细胞膜免受自由基攻击，间接降低 MT 在

镉胁迫下的应激压力，提高机体的防护能力．
水生无脊椎动物如溪蟹对水体重金属污染比

较敏感，其生长、发育、繁殖及种群变化都会受到重

金属的影响． 对于 LMWC 而言，深入研究其对重金

属引起的水生动物毒性作用的预防机制，不但能减

轻水生动物受到重金属的危害，有利于水产养殖和

水生态系统保护，而且能为综合利用壳聚糖和控制

镉污染提供科学依据．
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