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摘要:为探明 Ca2+ 浓度增加是否会使鱼类早期发育阶段对铅毒性的敏感性升高, 以及 Ca2+ 单独减弱铅毒性的浓度范围,选用

斑马鱼胚胎作为实验材料,记录在不同的水化学参数条件下, 胚胎发育过程中一些具有代表性的毒理学终点, 采用相对易于

观察且敏感的指标 ) ) ) 72 h孵化率进行分析.用 Visual M INTEQ21512 软件进行溶液中离子的化学形态分析.结果表明, 当 Ca2+

浓度从 01 25 mmolPL增加到 2100 mmolPL时,导致了以自由铅离子活度( {Pb2+ } )和溶解态铅总浓度( [ Pb] T )表示的 72 h EC50的增

加(表现为发育延迟) ,两者之间存在良好的线性关系. 通过这一线性关系, 可以对 Ca2+ 浓度对铅毒性的影响进行预测.这一结

果支持了生物配体模型( BLM)概念的假设,说明在胚胎的表面,铅离子与钙离子可能在传输和毒性作用位点上存在竞争作用.

而当 Ca2+ 浓度从 21 00 mmolPL增加到 4100 mmolPL时, 72 h EC50 {Pb
2+ }和 72 h EC50 [ Pb] T 并没有显著的增加.

关键词:斑马鱼; 胚胎;铅; 钙;毒性; 生物配体模型( BLM)

中图分类号: X17115  文献标识码: A  文章编号: 0250-3301( 2009) 04-1205-05

收稿日期: 2008-05-08;修订日期: 2008-06-30
基金项目:国家重点基础研究发展规划( 973)项目( 2004CB418504)
作者简介:陈中智(1982~ ) ,男,博士研究生,主要研究方向为环境生

物与生态毒理学, E-mail: coleterchen@ gmail. com
* 通讯联系人, E-mail: zhulin@ nankai. edu. cn

Interaction Between Calcium and Lead Affects the Toxicity to Embryo of Zebrafish

( Danio rerio)
CHEN Zhong-zhi, ZHU Lin, YAO Kun, WANG Xiu- juan, DING Jun-nan

( Key Laboratory of Pollution Processes and Environmental Criteria, M inistry of Education, College of Environmental Science and Engineering,

Nankai University, Tianjin 300071, China)

Abstract :This study tested the hypothesis that increased Ca2+ content increases the sensitivity of the developing embryos and larvae of zebrafish

( Danio rerio ) to Pb. And the aim of the study was to investigate the extent to which calcium can individually mitigate lead ion toxicity based

on the concept of biotic ligand model ( BLM) . Embryos of the zebrafish were exposed to various Pb concentrations. Chemical characteristics of

water and representative toxicological endpoints of zebrafish embryo were recorded. And general growth retardation as a major tox icological

endpoint was used for analysis at 72 h due to its sensitivity and facility. The BLM software of Visual MINTEQ ( Version 21512) was employed
to calculate the chemical speciation in the solution. The results showed that when Ca2+ concentration increased from 0125 mmolPL to 2100
mmolPL, the tox icity of lead on embryos of zebrafish (Danio rerio ) decreased markedly after 72 h. And a large part of these decrease can be

explained by the positive linear relations between EC50 {Pb
2+ }PEC50 [ Pb] T ( expressed as lead ion activityPdissolved total concentration) and

activityPtotal concentration of Ca2+ , through which the influence of Ca2+ on toxicity could be predicted. The results support the assumptions of

the BLM and associated with competition between lead and calcium for binding on transport and toxic action sites on biological surfaces.

However, when Ca2+ concentration increased from 2100 mmolPL to 4100 mmolPL, the toxicity of lead on embryos of zebrafish ( Danio rerio )

seemed to be constant at 72 h.
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  铅是自然界中一种常见的污染物, 能够通过多

种方式进入水体,比如地质风化和火山活动, 或者通

过像吸烟、燃煤及使用汽油、电池和涂料等各种人类

活动进入
[ 1]
. 虽然水中铅的浓度通常不会超过 016

LmolPL[ 2]
,但以前也有过达到 413 LmolPL的报道[ 3]

.

人类活动导致的水体污染是鱼类产生铅中毒的主要

原因.铅对于生物来说是一种非必需元素,即使很小

的剂量也能够对生物产生毒性
[4]
.目前,关于成鱼的

铅富集模型正在开发
[ 5]
,近期对于成鱼的研究表明,

Pb
2+
与 Zn

2+
和 Cd

2+
类似,主要抑制活性Ca

2+
在鱼鳃

富集位点的吸收
[ 6, 7]

.

然而,有研究表明,通过分析鱼类胚胎毒性数据

和鱼类急性毒性数据, 发现胚胎数据与其相应的成

鱼数据的 LC50之间并没有相关性
[8]
,说明以成体鱼

毒性数据为基础建立的模型可能并不适用于鱼类胚

胎.在德国, 自2005年起,鱼类胚胎毒性实验已经被

强制用于日常污水的监测. 由于斑马鱼鱼卵易收集,

随时可得,鱼卵透明度高,发育迅速, 特征明显, 便于

观察,且敏感性高于成鱼,斑马鱼胚胎毒性试验已经
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成为一种成鱼急性毒性试验的有效替代手段. 本研

究采用斑马鱼胚胎作为实验材料,通过单因子浓度

控制的方法,探讨了 Ca
2+
对于 Pb

2+
在鱼类胚胎早期

发育阶段毒性的影响,以及 Ca
2+
和 Pb

2+
在胚胎竞争

位点 ( BL) 上的竞争作用, 对生物配体模型 ( biotic

ligand model, BLM)的假设进行了验证, 也对模型的

推广及其在生态风险评价和联合效应中的应用提供

理论参考.

1  材料与方法

1. 1  实验生物
斑马鱼( Brachydanio rerio 或Danio rerio )是常见

的暖水性( 21~ 32 e )观赏鱼,鲤科,体长为 4~ 5 cm.

饲养亲鱼的用水为经活性炭过滤的自来水. 氧饱和

度> 80% , 驯养光周期为 14 hP10 h (昼P夜) , 照度

1 000 lx. 开灯刺激产卵. 鱼种购于天津市和平区营

口道花鸟鱼虫市场,在实验室水质控制条件下驯养

1个月后即可用于鱼卵采集.用于本试验鱼卵采集

的成鱼已在本实验室饲养 6个月以上. 为防止成鱼

掠食鱼卵,用不锈钢丝网覆盖收集器.玻璃或塑料仿

植物体固定在丝网上. 给光 20~ 30 min后完成交配

和产卵,将鱼卵收集器取出. 必须在前 1 d尽可能晚

时,或第 2 d开灯之前将收集器放入缸内.

1. 2  化学试剂

Pb ( NO3 ) 2、CaCl2 #2H2O、MgSO4 # 7H2O、KCl 及

NaHCO3 均为国产分析纯试剂, 3- ( N-吗啡啉)丙磺酸

(MOPS)为进口分装(自 Beyotime购得) .

1. 3  实验设计
先将 CaCl2、MgSO4、KCl及 NaHCO3 配制成储备

液.向经过活性炭过滤的去离子水中加入不同体积

的储备液制得实验溶液. 在每一组实验中,用配制好

的实验溶液稀释 Pb( NO3 ) 2 来获得相应浓度的铅离

子.为了区别 Ca
2+
对于 Pb

2+
毒性的独立影响, 采用

单变量控制,保持其它元素的浓度不变.选择钙离子

浓度的变化范围与自然界中实际水体的浓度范围相

近.由于MOPS缓冲液不与金属络合
[ 9]
, 且对金属毒

性影响很小
[ 10]

. 故加入 750 mgPL的 MOPS 作为缓冲

液,使得实验前后pH 值的变化不超过 ? 012. 为了获
得近似平衡的条件,所有的溶液在进行毒性实验之

前于 26 e 条件下放置 1 d. 各测试溶液的部分水化

学参数见表1.

1. 4  毒性实验

毒性实验按照 OECD建议的方法进行
[11]

. 在给

光30 min后取出收集器并收集鱼卵, 用蒸馏水迅速

清洗鱼卵以除去残留物, 用立体显微镜挑选发育正

常的受精卵进行实验. 选用 24孔细胞培养板作为染

毒器具,每孔容积为 215 mL, 实验时每孔加入 2 mL

试液.放入一枚受精卵,每块多孔板中, 20孔为同一

实验浓度,其余 4个孔为空白对照.每次试验选取 5

个浓度,最高浓度与最低浓度之差不小于 1个对数

单位.空白对照卵为 4 @ 5= 20个,染毒卵为 20 @ 5=

100个. 用生胶带密封以避免蒸发导致实验浓度改

变.将密封好的 24孔板放在温度为( 26 ? 1) e 的人

工气候箱中孵化,整个实验最长持续 144 h. 空白对

照中能够正常孵化(无畸形)的比率> 90% .

1. 5  数据处理与统计

在倒置显微镜下观察胚胎发育, 参照文献[ 12]

中斑马鱼可以观察的毒理学终点和不同类型指标,

记录发育过程中一些具有代表性的毒理学终点. 本

研究采用相对易于观察且敏感的指标 ) ) ) 72 h孵化

率作为分析的毒理学终点, 用软件SPSS 1310按照概
率单位法

[ 13]
计算半数效应浓度( 72 h EC50 ) .根据以

前本实验室对全部阴阳离子浓度进行的随机测定,

表明实际浓度的变化不超过文中所报道浓度的

? 10% .因此,主要的阴阳离子浓度由加入离子的总

量计算得出. 用 Visual MINTEQ21512软件进行溶液
中离子的化学形态分析, 软件计算中考虑了空气中

CO2 与水溶液的平衡及其对离子形态的影响, 设其

在空气中的分压为 3815 Pa.

2  结果与分析

  铅暴露的高浓度组与对照相比, 胚胎的孵化率

有明显的降低,这可能是铅对其发育过程有影响.有

些延迟孵化的个体在观察的时间内发育不完全, 能

够孵化的个体也多出现畸形、平衡能力及游泳能力

降低等现象.固定铅浓度, 在不同 Ca
2+
浓度下,斑马

鱼胚胎的72 h孵化率明显不同(图 1) ,说明 Ca
2+
的

存在会显著影响 Pb的生物毒性. 在本实验范围内,

以溶解态铅总浓度( [ Pb] T )表示的 EC50的变化范围

为 3198~ 46195 LmolPL(表 1) ; 而以自由铅离子活度

(游离铅离子浓度) ( { Pb
2+
} )表示的 EC50的变化范围

为 1166~ 17179 LmolPL.二者变化范围均在 10倍左

右,说明不管是用溶解态铅总浓度或者自由铅离子

活度预测铅的毒性均有局限性.当 Ca
2+
浓度从 0125

mmolPL增加到 2100 mmolPL时, 导致了以自由铅离子

活度和溶解态铅总浓度表示的 72 h EC50的升高(表

现为发育延迟率的降低,或 72 h孵化成功率上升) ,
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两者之间存在良好的线性关系(图 2) . 这一结论支

持了 BLM 概念的假设
[ 14]

,说明在胚胎表面, 铅离子

与钙离子可能在穿膜和毒性作用位点的富集上存在

竞争作用. 当 Ca
2+
浓度从 2100 mmolPL增加到 4100

mmolPL时, 72 h EC50{ Pb
2+
}和72 h EC50 [ Pb] T 并没有

显著的升高, 这可能是因为当 Ca
2+
活度较大时, 可

作用的位点已经完全被钙占据, 多余的钙便无法再

起到保护作用.

图 1  不同 Ca2+ 浓度下的 72 h孵化率

Fig. 1  Rate of hatched embryo at 72 h exposed to different

Ca2+ concentrat ions

 

3  讨论

暴露于污染环境中的鱼卵可以比成鱼更敏感地

反映其生物学效应,因此,非常有必要在毒理学研究

中反映这一阶段. 但 Gellert等
[15]
已经清楚地证实,

在斑马鱼胚胎发育的早期阶段, 胚胎对废水的敏感

性会逐渐降低,这是由于卵膜对于外部污染的通透

性逐渐降低,特别是前 4 h. 上述结论表明,在利用斑

马鱼早期生命阶段进行生态风险评价时, 应当尽早

将其暴露于污染物中. 因此, 在本研究中, 斑马鱼胚

胎在产出1 h之内,保护性卵膜还没有完全硬化时,

将其暴露于含铅试液, 并保证各组的起始暴露时间

一致.

对于大多数其他金属来说, Ca
2+
的活性都会影

响金属的毒性
[ 16~ 18]

. 但是, Ca
2+
的活性如何影响铅

对鱼类早期的胚胎发育阶段毒性的机制尚不明确.

镉对斑马鱼毒性的研究表明, Ca 的竞争不仅发生在

仔鱼和成鱼阶段,也发生在更早的阶段
[ 19]

, Ca 的竞

争在所有鱼类的几乎整个生活史都有发生.对锌毒

性的研究表明,根据上皮的 Ca通道在脊椎动物中普

   
表 1  实验中的部分化学参数及以溶解态铅总浓度[ Pb] T 和自由铅离子活度{Pb2+ }表示的斑马鱼胚胎 72 h EC50

1)

Table 1 Overview of some chemical characterist ics of the test media and the observed 72 h EC50 for embryos of zebraf ish ( Danio rerio)

expressed as dissolved lead ( [Pb] T ) and free lead ion activity {Pb2+ }

生物测试 pH
Ca2+

Pmmol#L- 1

Mg2+

Pmmol#L- 1

Na+

Pmmol#L- 1

K+

Pmmol#L- 1

EC50[ Pb] T
1)

PLmol#L- 1

EC50 { Pb
2+ } 1)

PLmol#L- 1

1 6166 0125 0150 0177 01078 3198(2120~ 6178) 1166( 0192~ 2182)

2 6156 0140 0150 0177 01078 9192(5193~ 15175) 4153( 2171~ 7120)

3 6163 0150 0150 0177 01078 11161(8145~ 16160) 4186( 3153~ 6195)

4 6167 1100 0150 0177 01078 19166(12193~ 28113) 7177(5111~ 11113)

5 6154 2100 0150 0177 01078 36144(32118~ 45161) 14171(12199~ 18142)

6 6150 3100 0150 0177 01078 46195(33188~ 65195) 17179(12182~ 25102)

7 6161 4100 0150 0177 01078 41100(30178~ 53158) 14142(10182~ 18186)

1)括号内的数据表示 95%置信区间

图 2 斑马鱼胚胎 72 h EC50{Pb2+ }和 72 h EC50 [ Pb] T 随 Ca活度P浓度的变化(误差限为 95%致信区间)

Fig. 2 72 h EC50{ Pb
2+ } and 72 h EC50[ Pb]T for Zebrafish ( Danio rerio) as a funct ion of the activity and concent rat ion of Ca2+
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遍存在这一事实,说明 Ca的竞争在大多数鱼类中是

一种普遍现象,并且对于大多数鱼类 lgK CaBL的值应

该非常近似.由于鱼类和水蚤的常数也很类似,说明

对于整个无脊椎类动物, Ca的竞争都可能是一种普

遍现象
[ 20]

.

Slaveykova等
[ 21]
的研究表明, Ca

2+
对单细胞绿藻

( Chlorella vulgaris)中 Pb
2+
的吸收产生了竞争抑制.

并且推断, 无论对于何种生物, Pb
2+
在生物配体的富

集位点可能在性质上都是相似的. 有研究指出,淡水

中的虹鳟鱼对于水中铅的吸收机制与 Ca
2+
相同, 铅

与其他钙的拮抗剂(如镉、锌和钴)相似
[ 6]
.

斑马鱼对很多测试物质的敏感性与 BLM 的模

型生物 ) ) ) 虹鳟鱼( Oncorhynchus mykiss )很相近
[ 22]

.

而且, 由斑马鱼胚胎得到的毒性数据, 与黑头呆鱼

( Pimephales promelas , BLM 的另一模型生物)胚胎得

到的毒性数据具有可比性
[ 23]

. 生物的不同生长阶段

对毒物的敏感性不同,胚胎-仔鱼阶段的毒性实验通

常比幼鱼成鱼的实验更加敏感(或敏感性相似)
[ 24]

.

如果以72 h延迟孵化作为毒理学终点, 开发出胚胎

BLM,有利于建立更加严格的水质标准,以保护鱼类

发育的所有生命阶段.由于卵膜有一定保护作用, 产

出到水中卵的卵膜开始逐渐硬化,就可以阻塞污染

物进入胚胎的通路. 已经证实,鱼卵会对重金属产生

积累
[ 25]

,并且如果在保护性的卵膜变硬之前暴露于

有毒物质中,会对胚胎的健康产生严重的影响.进一

步的研究应该集中于, 是否可能根据特殊污染物的

穿膜机制来预测金属在接触面行为及生理上产生的

效应, 并严格论证将卵膜作为胚胎早期发育阶段生

物配体的合理性. 可以考虑铅与 Ca
2+
-ATPase 相互

作用的机制,以及Ca
2+
传输蛋白(如钙调素)对细胞

内铅的作用.在斑马鱼发育的早期阶段,因为个体较

小,确定个体的 Ca
2+
-ATPase可能比较困难, 可采用

测定多个胚胎平均酶活的方法.

4  结论

  在实验的水化学条件下, 当 Ca
2+
浓度从 0125

mmolPL增加到 2100 mmolPL 时, 导致了 72 h EC50

{ Pb
2+
}和 72 h EC50 [ Pb] T 的升高,呈现出保护效应,

表现为延迟孵化率的降低, 两者之间存在良好的线

性关系. 而当 Ca
2+
浓度从 2100 mmolPL增加到 4100

mmolPL时, 72 h EC50{ Pb
2+
}和72 h EC50 [ Pb] T 并没有

显著的升高.
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