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摘要: 为揭示浑河重金属污染的潜在生态风险，分析测定了浑河野生鲫鱼体内重金属的残留水平以及肝和鳃组织中金属硫蛋

白基因表达。对鱼体各组织中 Cr、Cd、Pb、Cu 和 Zn 含量的分析结果显示，各组织重金属含量的排序为肠 ＞ 肝 ＞ 鳃 ＞ 肌肉，且

Zn 含量最高( 17． 49 ～ 176． 01 mg·kg －1，以湿体质量计算) ，Cd 含量最低( N． D． ～ 0． 57 mg·kg －1，以湿体质量计算) 。均值综合

污染指数评价结果显示，浑河野生鲫鱼受到重金属的轻微污染，且从上游至下游呈现逐渐升高的趋势，其中，Cr、Pb 和 Zn 对均

值综合污染指数贡献较大。利用实时定量 PCR 方法分析鲫鱼肝组织金属硫蛋白基因表达发现，中、下游鲫鱼肝组织的金属硫

蛋白基因表达水平较上游有所升高，且与肌肉组织综合污染指数具有较好相关性( R2 = 0． 71) ，这表明金属硫蛋白基因可作为

监测环境重金属污染的敏感标志物。
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Abstract: To study the potential ecological risk of heavy metal contamination in Hun River，the contents of heavy met-
als in different tissues of wild crucian carps from Hun River were analyzed，and the metallothionein mRNA expressions in
gill and hepatic tissues were also investigated． Results showed that the accumulation amounts of Cr，Cd，Pb，Cu and Zn
in tissues followed the order of intestine ＞ liver ＞ gill ＞muscle． Zn content was the highest，ranging from 17． 49 to 176． 01
mg·kg －1( wet weight) ，and Cd content was the lowest，ranging from non-detectable level to 0． 57 mg·kg －1( wet weight) ．
The average pollution index assessment results showed that the wild crucian carps in Hun River were slightly contamina-
ted by heavy metals. Furthermore，the pollution level in wild crucian carps increased from upstream to downstream． A-
mong the studied heavy metals，the contents of Cr，Pb and Zn mostly contributed to the pollution index． The metallothio-
nein mRNA expression levels in livers of crucian carps detected with real-time quantitative polymerase chain reaction
were found to increase from upstream to downstream． A positive relationship was observed between the metallothio-
nein mRNA expression levels in livers and the average pollution index in muscles ( R2 = 0． 71) ，indicating that the
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metallothionein gene can be used as a promising biomarker for monitoring the heavy metal contamination．
Keywords: Hun River; heavy metal; crucian carp ( Carassius auratus auratus) ; average pollution index; metallothionein

近年来，随着流域经济的快速发展，大量工业废

水和生活污水被直接或间接排入浑河，造成了浑河

的严重污染［1-2］，对浑河的生态系统和社会服务功

能产生了很大的负面影响。其中，重金属污染物具

有亲脂性、高富集性和难降解等特征，易通过食物链

传递到高等生物体内富集［3-4］，对人类健康造成了

严重的潜在威胁。目前，针对浑河的重金属污染研

究主要以水体［5］、沉积物［6］和土壤［7］为研究对象，

而以鱼类等生物样本作为基质进行重金属污染的研

究尚未见报道。鱼类直接接触水体中的重金属，并

通过食物链富集重金属，鱼类体内的重金属含量和

重金属对其的生物效应在一定程度上可以很好地反

映水体的重金属污染状况。因此，以鱼类作为研究

对象，揭示浑河的重金属污染现状，进而分析人类活

动对浑河水环境的影响，并预测其发展趋势，对保护

浑河流域的生态环境具有重要的现实意义。
鲫鱼( Carassius auratus auratus) 属于定居性底

层鱼类，在我国河流和湖泊中分布广泛，主要摄食浮

游生物和底泥中的有机质，体内污染物水平和污染

物对其产生的生物效应能够客观反映水环境的污染

状况，非常适合作为研究河流和湖泊水环境污染的

指示生物。本研究通过分析浑河野生鲫鱼体内重金

属的残留水平以及肝和鳃组织中金属硫蛋白基因表

达，对浑河流域内的重金属污染状况进行了初步评

价，以期为浑河流域的水环境治理工作提供依据。

1 材料与方法( Materials and methods)
1． 1 样品采集

本研究调查点以浑河入大伙房水库之前作为起

点，以盘锦三岔河作为终点，依次布设 7 个采样点
( 图 1) ，采用挂网、电击和垂钓等方式捕获野生鲫鱼
( 见表 1) 。现场解剖后，分别取部分肝和鳃组织置

于液氮中冻存，用于分析金属硫蛋白基因表达水平;

将剩余组织冷冻带回实验室分析重金属水平。
1． 2 鱼体重金属分析

分别取冻存的肌肉、鳃、肝和肠组织，研磨成肉糜

后，精 确 称 取 0． 1000 g，加 入 9 mL HF-HCl-HNO3

( V( HF) ∶ V( HCl) ∶ V( HNO3) = 1∶ 2∶ 3) 混合酸进行微

波消解( 120 ℃，3 min;150 ℃，5 min;190 ℃，20 min)。消

解完成后，将消解液转移至坩埚，加热至消解液近干。加

超纯水定容至100mL，充分摇匀后用ICP-MS ( Ag-

图 1 浑河野生鲫鱼的采样点位分布图

注: S1，大伙房水库前; S2，大伙房水库坝下; S3，抚顺段上游;

S4，抚顺段下游; S5，沈阳段; S6，辽阳段; S7，鞍山段

Fig． 1 Sampling sites for collecting wild crucian carps
from Hun River

表 1 浑河野生鲫鱼的基本参数

Table 1 Parameters of wild crucian carps from Hun River
采样点 体长 / cm 体质量 / g 样本数( n)

S1 11． 50 ± 1． 48 27． 28 ± 10． 82 48

S2 14． 82 ± 1． 33 59． 72 ± 16． 83 65

S3 14． 03 ± 1． 03 48． 65 ± 10． 84 73

S4 16． 22 ± 2． 06 70． 42 ± 26． 48 54

S5 11． 93 ± 2． 71 26． 17 ± 15． 94 22

S6 14． 23 ± 1． 67 57． 51 ± 21． 67 27

S7 15． 33 ± 1． 07 58． 73 ± 14． 33 47

ilent 7500，Agilent Technologies，美国) 测定 Cr、Cd、
Pb、Cu 和 Zn 的含量。实验所用硝酸( 65． 0%，德国

CNW 公司) 、氢氟酸( 40%，德国 MERCK 公司) 和盐

酸( 36%，北京化学试剂公司) 均为优级纯; 水为自

制高纯水( ρ ≥ 18． 0 Ω·cm －1 ) 。实验过程中每批样

品均做全程空白。
1． 3 重金属污染评价

采用均值综合污染指数法对 鲫 鱼 受 重 金 属

( Cr、Cd、Pb、Cu 和 Zn) 的污染状况进行评价，即取各

种重金属在鱼体中的残留指数( I) 的均值作为综合

污染指数来评价鱼体内重金属的总体污染程度。I
值大小可反映某种重金属的单一污染程度，综合污

染指数的均值大小可反映各种重金属的综合污染程

度。I 值计算公式为:
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I = Ci /Cs，i

式中，Ci为鱼体内 i 类重金属的残留量，为实测

值( mg·kg －1 ) ; Cs，i为 i 类重金属的允许残留量( mg·
kg －1 ) 。其中，Cd、Pb、Cr 和 Cu 的评价标准参考了

NY 5073-2006《无公害食品-水产品中有毒有害物质

限量》，分别按照 0． 1、0． 5、2． 0 和 50 mg·kg －1 来计

算，Zn 按照 50 mg·kg －1来计算。结合相关研究［8-9］，

污染程度采用以下划分标准: 污染指数 ＜ 0． 2 视为

正常背景水平，污染指数在 0． 2 ～ 0． 6 ＜ 范围为轻污

染水平，污染指数在 0． 6 ～ 1． 0 ＜ 范围为污染水平，

污染指数≥ 1． 0 则视为重污染水平。
1． 4 鲫鱼金属硫蛋白基因扩增与表达定量

取液氮冻存的鲫鱼肝组织约 20 ～ 30 mg ( 每点

雌雄各 6 尾) ，利用 Trizol 试剂提取总 RNA［10］。经

紫外和电泳检测分析 RNA 浓度和质量后( A260 /280 ＞
1． 8) ，逆转录合成 cDNA: 取约 100 ng 的总 RNA、0． 5
mmol·L －1 dNTPs( Takara Ltd． ) 、2． 5 μmol·L －1 Oligo
( dT) 18 ( Invitrogen Ltd． ，USA ) 和 200 units Super-
Script III RT ( Invitrogen Ltd． ，USA) ，反应体积为 5
μL，以不加 RNA 的样品作为阴性对照。混合液按

照 SuperScript III RT 试剂说明进行逆转录合成 cDNA
第 1 条链。利用 Bioedit 7． 0 软件与 NCBI 数据库中已

有的其他生物金属硫蛋白基因序列( http: / /www． ncbi．
nlm． nih． gov) 进行比对，利用Primer Premier 5． 0 在保守

序列部分设计简并引物，正向引物( forward primer) 为

5’-CGGGATCCATGGA( c，t) CC( c，t) TG( c，t) GA( a，g，

t) TGC- ( g，t) C( c，t) AA-3’，逆向引物( reverse primer)
为 5’-GGAATTCTT( a，g) CACAC( a，g) CAGCC( a，t) C-
A( a，g) GC( a，g) CA-3’。以合成的 cDNA 第 1 链为模

板，利用 My CyclerTMPCR 仪( BioRad，USA) 在下列条

件下扩增鲫鱼金属硫蛋白基因: 95 ℃，2 min，1 个循

环; 95 ℃，30 s，55 ℃，45 s，72 ℃，60 s，40 个循环; 最

后在 72 ℃下延伸 6 min，反应总体积为 50 μL。所

得扩增产物在 12 g·L －1 琼脂糖凝胶进行电泳和 EB
染色，在紫外照射条件下切下目的条带回收，纯化，

送大连宝生物公司测序。采用同样的方法扩增鲫鱼

β-actin 基因。
利用 BLAST ( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /

BLAST / ) 在线比对所得序列，在证实所得序列即为

金属硫蛋白基因序列后，利用 Primer Express 2． 0 软

件设计实时定量 PCR 的特异引物( 正向引物为 5’-
ACCAAGACTGGAGCTTGCAACT-3’; 反 向 引 物 为

5’- GGCAGCAAGAACAGC AACTCT-3’) 。PCR 反

应混合液包括 SYBR Green PCR Master Mix 10 μL，

正向和反向引物各 0． 2 μL( 20 μmol·L －1 ) ，样品 cN-
DA 模板 5 μL，加灭菌的蒸馏水至 20 μL。扩增条件

为: 50 ℃保持 2 min，95 ℃保持 10 min，然后 95 ℃，

15 s，60 ℃，1 min，40 个循环。使用 ABI Prism 7000
型定量 PCR 仪 ( Applied Biosystems，美国) 进行分

析，在最后 1 个循环结束后做溶解曲线验证引物的

特异性，以纯化的金属硫蛋白普通 PCR 产物作为

cDNA 标准品建立定量标准曲线，以 β-actin 为内参

基因对鲫鱼金属硫蛋白基因的表达水平进行定量。
1． 5 数据分析

采用 SPSS 11． 5 软件的单向方差分析( one-way
ANOVA) 和 Tukey 多重比较来检验相关数据的差

异，设定 p ＜ 0． 05 时为差异显著，所有数据和图表

均以平均值 ± 标准偏差表示。

2 结果( Results)
2． 1 鱼体内重金属水平

浑河野生鲫鱼体内各组织的 重 金 属 含 量 见

表 2。可以看出，肠、鳃、肝和肌肉 4 种组织中 Zn 的

含量最高( 17． 49 ～ 176． 01 mg·kg －1 ) ，而 Cd 的含量

最低( N． D. ～ 0． 57 mg·kg －1 ) 。从组织器官分布来

看，各种重金属在肠组织中的含量最高，而在肌肉中

的含量最低( 除 Cu 外) 。不同采样点的鲫鱼体内的

重金属含量也有差异。如果以 S1 ( 大伙房水库前)

作为参照点，则下游 S2 和 S3 点处采集的鲫鱼肠组

织中 Cr、Cu、Cd 和 Pb 的含量显著高于 S1 点( p ＜ 0．
05) ，S7 点的鲫鱼肠组织中 Zn 的含量显著高于 S1
点( p ＜ 0． 05) ，其他各采样点的肠组织中 Zn 的含量

虽与对照无显著性差异( p ＞ 0． 05 ) ，但也均有所升

高。下游各采样点的鲫鱼肌肉中 Cr、Cd 和 Pb 的含

量有升高的趋势，但与对照相比差异不显著( p ＞ 0．
05) 。此外，下游鲫鱼鳃组织中各种重金属含量未

表现出升高趋势( p ＞ 0． 05) 。
2． 2 重金属污染评价

利用均值综合污染指数法评价鲫鱼各组织中重

金属污染状况，结果如表 3 所示。可以看出，肝、鳃
和肠组织中重金属的均值污综合染指数均显著高于

肌肉组织( p ＜ 0． 05) ，并以肠组织的污染指数为最

高( 最高达 4． 28) ，这表明，鱼体内脏器官的重金属

风险远高于肌肉组织。当前水产品质量的评价标准

主要是针对鱼体的可食用部分，即肌肉部分，并不适

用于肝、鳃和肠组织中的重金属污染的评价，因此，本

研究以肌肉中重金属污染的均值综合污染指数对鱼体

的重金属污染进行了评价。可知，在S1 ( 入大伙房
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表 2 浑河野生鲫鱼重金属含量( n = 6)

Table 2 Contents of heavy metals in wild crucian carps from Hun River
采样点 Cr Cd Pb Cu Zn

肠

S1 1． 20 ± 0． 33 N． D． N． D． 2． 03 ± 1． 34 38． 77 ± 30． 03

S2 7． 52 ± 4． 90* 0． 57 ± 0． 14* 4． 60 ± 2． 01* 10． 46 ± 0． 77* 127． 52 ± 3． 37

S3 7． 93 ± 4． 20* 0． 13 ± 0． 04* 2． 73 ± 1． 39* 8． 09 ± 3． 23* 95． 34 ± 32． 33

S4 2． 67 ± 1． 52 0． 04 ± 0． 01 0． 64 ± 0． 44 3． 56 ± 1． 63 70． 84 ± 25． 61

S5 2． 07 ± 1． 68 0． 06 ± 0． 02 0． 31 ± 0． 29 5． 03 ± 2． 49 130． 57 ± 5． 27

S6 0． 84 ± 0． 42 0． 07 ± 0． 02 N． D． 2． 00 ± 1． 08 80． 98 ± 34． 35

S7 2． 82 ± 2． 19 0． 35 ± 0． 41 1． 30 ± 0． 21 4． 54 ± 2． 14 176． 01 ± 4． 28*

鳃

S1 1． 16 ± 0． 84 0． 02 ± 0． 01 N． D． 0． 81 ± 0． 53 86． 38 ± 29． 94

S2 5． 08 ± 5． 89 0． 01 ± 0． 01 N． D． 0． 69 ± 0． 63 62． 14 ± 53． 90

S3 0． 68 ± 0． 29 0． 01 ± 0． 01 N． D． 0． 42 ± 0． 38 89． 17 ± 27． 33

S4 1． 14 ± 0． 93 0． 01 ± 0． 01 N． D． 0． 37 ± 0． 28 100． 72 ± 39． 64

S5 0． 96 ± 0． 35 N． D． N． D． 0． 65 ± 0． 29 58． 20 ± 18． 32

S6 1． 40 ± 1． 01 0． 03 ± 0． 04 1． 16 ± 0． 91 1． 11 ± 0． 68 66． 07 ± 10． 82

S7 1． 40 ± 0． 78 0． 03 ± 0． 04 N． D． 1． 26 ± 1． 33 87． 48 ± 24． 31

肝

S2 1． 67 ± 2． 07 0． 29 ± 0． 37 0． 21 ± 0． 17 2． 59 ± 2． 23 60． 0 ± 58． 92

S5 2． 11 ± 2． 72 0． 03 ± 0． 03 0． 82 ± 0． 82 3． 30 ± 2． 45 56． 39 ± 27． 95

S6 1． 02 ± 0． 57 0． 02 ± 0． 01 N． D． 0． 90 ± 0． 76 34． 41 ± 14． 68

S7 0． 60 ± 0． 27 0． 01 ± 0． 01 N． D． 0． 74 ± 0． 25 24． 78 ± 4． 25

肌肉

S1 0． 16 ± 0． 10 N． D． 0． 12 ± 0． 19 0． 86 ± 0． 35 17． 49 ± 2． 72

S2 0． 22 ± 0． 15 0． 05 ± 0． 01 0． 20 ± 0． 14 1． 00 ± 0． 35 19． 65 ± 4． 90

S3 0． 28 ± 0． 08 0． 01 ± 0． 01 0． 13 ± 0． 06 0． 66 ± 0． 28 29． 05 ± 11． 40

S4 0． 45 ± 0． 25 0． 02 ± 0． 01 0． 29 ± 0． 39 0． 91 ± 0． 26 18． 59 ± 5． 79

S5 0． 27 ± 0． 09 0． 03 ± 0． 02 0． 23 ± 0． 17 1． 02 ± 0． 32 21． 37 ± 5． 53

S6 0． 19 ± 0． 16 0． 01 ± 0． 01 N． D． 0． 55 ± 0． 30 21． 06 ± 5． 75

S7 0． 83 ± 0． 35 0． 01 ± 0． 01 0． 30 ± 0． 10 1． 07 ± 0． 52 19． 4 ± 6． 77

注: N． D． 表示未检出; * 表示显著性差异( p ＜ 0． 05) 。

水库前) 和 S6( 辽阳段) 处鲫鱼体内重金属处于背景

水平，而 S2 ( 大伙房水库坝下) 、S3 ( 抚顺段上游) 、
S4( 抚顺段下游) 、S5 ( 沈阳段) 和 S7 ( 鞍山段) 处鲫

鱼体内重金属处于轻污染水平( 0． 2 ＜ I ＜ 0． 6) ，其

中，Cr、Pb 和 Zn 对均值综合污染指数贡献较大，尤

其是 Cr 和 Pb 的残留指数在 S7 ( 鞍山段) 处都达到

污染水平( 分别为 0． 42 和 0． 60) ，而 Cu 的残留指数

在 7 个采样点均处于背景水平( I ＜ 0． 2) 。
2． 3 鲫鱼金属硫蛋白基因扩增与表达

利用设计的简并引物，扩增分离了鲫鱼的金属

硫蛋白( MT) 基因片段，经测序获得 132 个碱基，根

据三联体密码子翻译，获得对应着的 44 个氨基酸

( 图 2) 。通过 BLAST ( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /
BLAST/ ) 在线比对，确认为金属硫蛋白基因。经与NC-
BI 数据库已发表的其他物种的金属硫蛋白比对可知，

本研究扩增的鲫鱼金属硫蛋白基因属于 MT-A 型，并

分别与斑马鱼( Danio rerio，NP571150)、金鱼( Carassius
auratus， AAB32777 )、鲤 鱼 ( Cyprinus carpio，

AAV52384)、日本鲫( Carassius cuvieri，AAN85820)、银
大马 哈 鱼 ( Oncorhynchus kisutch，ABA03252 )、鲑 鱼

( Oncorhynchus keta，ABA03254) 和日本青鳉( Oryzias
latipes，NP001098255 ) 具 有 98%、94%、92%、92%、
81%、81%和 78%的相似性( 图 3) 。

根据测序所得的目标基因序列设计特异引物，
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表 3 浑河野生鲫鱼重金属残留指数与均值综合污染指数

Table 3 Residue indexes and average pollution indexes of heavy metals
of wild crucian carps from Hun River

采样点
重金属残留指数( I)

Cr Cd Pb Cu Zn

均值综合

污染指数

肠
S1 0． 60 0． 00 0． 00 0． 04 0． 78 0． 28
S2 3． 76 5． 68 9． 20 0． 21 2． 55 4． 28 *
S3 3． 97 1． 26 5． 46 0． 16 1． 91 2． 55 *
S4 1． 34 0． 38 1． 28 0． 07 1． 42 0． 90 *
S5 1． 04 0． 62 0． 62 0． 10 2． 61 1． 00 *
S6 0． 42 0． 70 0． 00 0． 04 1． 62 0． 56 *
S7 1． 41 3． 50 2． 60 0． 09 3． 52 2． 22 *

鳃
S1 0． 58 0． 20 0． 00 0． 02 1． 73 0． 50 *
S2 2． 54 0． 11 0． 00 0． 01 1． 24 0． 78 *
S3 0． 34 0． 06 0． 00 0． 01 1． 78 0． 44
S4 0． 57 0． 03 0． 00 0． 01 2． 01 0． 52
S5 0． 48 0． 00 0． 00 0． 01 1． 16 0． 33
S6 0． 70 0． 29 2． 32 0． 02 1． 32 0． 93 *
S7 0． 70 0． 33 0． 00 0． 03 1． 75 0． 56

肝
S2 0． 84 2． 90 0． 42 0． 05 1． 20 1． 08 *
S5 1． 06 0． 30 1． 64 0． 07 1． 13 0． 84 *
S6 0． 51 0． 20 0． 00 0． 02 0． 69 0． 28
S7 0． 30 0． 10 0． 00 0． 01 0． 50 0． 18

肌肉
S1 0． 08 0． 00 0． 24 0． 02 0． 35 0． 14
S2 0． 11 0． 45 0． 40 0． 02 0． 39 0． 27
S3 0． 14 0． 12 0． 26 0． 01 0． 58 0． 22
S4 0． 23 0． 15 0． 58 0． 02 0． 37 0． 27
S5 0． 14 0． 25 0． 46 0． 02 0． 43 0． 26
S6 0． 10 0． 08 0． 00 0． 01 0． 42 0． 12
S7 0． 42 0． 10 0． 60 0． 02 0． 39 0． 30

注: * 表示显著性差异( p ＜ 0． 05) 。

通过溶解曲线证实了所设计引物的特异性。以金属

硫蛋白简并引物的 PCR 产物作为标准品，建立定量

标准曲线，cDNA 浓度范围为 104 ～ 109 copies·mL －1

时，拷贝数与 Ct值之间具有良好的线性关系( R2 =
0． 999) 。将建立的金属硫蛋白实时定量 PCR 方法

用于定量野生鲫鱼肝和鳃组织中金属硫蛋白的基因

表达水平，所得结果列于表 4 中。可知，在肝组织

中，S1、S3 和 S6 处金属硫蛋白表达水平较低，分别

为1． 53、1． 02 和 0． 59; 而其他各点的表达水平相对

较高，分别为 2． 17、2． 01、2． 07 和 2． 59，均高于 S1、
S3 和 S6 点的表达水平。各采样点的鲫鱼鳃组织中

的金属硫蛋白表达水平明显低于肝组织中的表达水

平，且没有表现出与重金属水平的明显相关性。

3 讨论( Discussion)

本研究中浑河野生鲫鱼体内重金属的含量水平

与松花江鱼体的重金属水平相近［8］，但明显高于三

峡库区巴南上游野生鱼类体内的重金属水平［11］。
造成鲫鱼肠组织中重金属含量最高而肌肉中最低的

原因可能是鲫鱼主要摄食浮游生物和底泥中的有机

质，肠道作为鱼类消化和吸收的主要器官，食物中未

被吸收的重金属残留于肠道和肠壁，导致肠内重金

属含量明显高于其他组织器官; 而鳃作为鱼类的主

要呼吸器官，水环境中的重金属可通过鳃丝表面血

管进入鱼体，这也是除肠道吸收外重金属进入鱼体

的另一主要途径; 肝组织是生物体内主要的代谢器

官，鱼体吸收的重金属会通过代谢在肝组织中富集，但

含量低于肠组织和鳃组织，这与 Maiti 等［12］对尼罗罗

非鱼( Oreochromis mossambicus) 的肌肉和肝等组织中

重金属( Cu、Zn、Cd、Pb 和 Cr) 分布水平的研究结果

一致。肌肉组织中的重金属含量最低( 除 Cu 外) ，

例如，肌肉组织中的 Cd 含量约为肠组织中含量的

2． 85% ～40． 32%，这可能是因为重金属通过鱼类的肠

和鳃进入鱼体，主要在肝等组织内蓄积［13］，转移到
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图 2 利用简并引物扩增鲫鱼金属硫蛋白基因部分序列( 注: 图中数字代表碱基)

Fig． 2 Partial DNA sequence of metallothionein ( MT) gene of crucian carps using degenerate primers

图 3 鲫鱼金属硫蛋白基因部分氨基酸序列与斑马鱼、金鱼、银大马哈鱼、鲑鱼、青鳉、鲤鱼和日本鲫氨基酸序列的比对

Fig． 3 Multiple sequence alignment of partial amino acid sequence of MT gene of crucian carps with those of zebrafish，goldfish，

coho salmon，chum salmon，Janpanese medaka，common carp and Japanese crucian carp

表 4 浑河野生鲫鱼金属硫蛋白基因表达水平( n =6)

Table 4 MT mRNA expression in wild crucian carps from Hun River
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

肝 1． 53 ± 1． 20 2． 17 ± 0． 74 1． 02 ± 0． 74 2． 01 ± 0． 90 2． 07 ± 1． 18 0． 59 ± 0． 42 2． 59 ± 2． 12

鳃 0． 04 ± 0． 02 0． 14 ± 0． 11 0． 20 ± 0． 24 0． 12 ± 0． 10 0． 07 ± 0． 04 0． 05 ± 0． 02 0． 30 ± 0． 23

肌肉组织中的重金属量较少，这与 Zhang 等［11］报道

的三峡野生鱼类体内重金属的分布情况一致。
近年来，金属硫蛋白作为监测水环境重金属污

染的生物标志物，受到广泛关注［14-15］。金属硫蛋白

是一种普遍存在于动物、植物和微生物体内的低分

子量、富含半胱氨酸的蛋白质，它能够与重金属结

合，调节生物体内必需重金属( 如 Zn 和 Cu) 的生理

功能，并对非必需重金属( 如 Cd 和 Pb) 进行脱毒。
尽管生物体内金属硫蛋白的表达会受到多种因素的

影响，但重金属仍然是其最强的诱导剂［13，16-17］，例

如，当鱼体暴露于含非必需重金属如 Cd 的环境中，

金属硫蛋白水平会显著增加以结合进入鱼体的外源

重金属，从而起到解毒的作用，而当重金属水平超出

了金属硫蛋白的结合能力时，过量的重金属就会对
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鱼体产生毒害作用［13］，导致金属硫蛋白基因表达水

平降低，即金属硫蛋白基因表达水平随重金属浓度

的增加通常会呈现典型的倒“U”型关系。本研究

中，若以上游( S1) 为对照点，S2、S4、S5 和 S7 点的鲫

鱼体内金属硫蛋白表达水平均呈升高趋势。结合体

内重金属含量水平，说明鲫鱼体内重金属含量没有

超出产生毒性的阈值。金属硫蛋白基因表达水平的

升高说明了浑河中下游重金属污染对野生鲫鱼产生

了轻微影响，这与鱼体重金属综合污染指数升高趋

势一致。
野外调查发现，在一些野生鱼类体内金属硫蛋

白的水平与重金属水平，尤其是 Cd、Zn 和 Cu 3 种重

金属污染程度，呈一定的相关性［18-20］。本研究中，

下游 S2 和 S3 点的鲫鱼肠组织中 Cr、Cu、Cd 和 Pb
含量显著高于 S1 点，下游各采样点的鲫鱼肠组织中

Zn 以及肌肉组织中 Cr、Cd 和 Pb 的含量均有升高的

趋势，这可能会对下游各采样点的鲫鱼肝组织中的

金属硫蛋白产生一定的诱导作用。此外，本研究中

发现，鲫鱼肝和鳃组织中的金属硫蛋白基因表达水

平与肌肉的均值综合污染指数存在较好的相关性

( 相关系数分别为 0． 71 和 0． 49) ，但与肝和鳃组织

均值综合污染指数没有明显的相关性 ( 见表 5 ) 。
Bae 等［21］发现，重金属 Cd 暴露会导致鲫鱼鳃内 Cd
含量持续升高，但金属硫蛋白基因表达则呈现先短

暂升高而后降低的趋势，并且在经过 25 d 的连续暴

露后，鳃中金属硫蛋白基因表达水平并没有与 Cd
含量表现出相关性。类似地，经过注射 Cd 暴露的

鲶鱼［22］、高眼鲽［23］和大鼠［24］的肝组织中金属硫蛋

白表达水平与 Cd 含量也没有表现出明显的线性相

关性，这可能因为肠和鳃是外源重金属进入鱼体的首

要途径，重金属的含量并不会保持稳定而始终处于

动态变化中，而肌肉组织作为重金属在鱼体内代谢

表 5 浑河野生鲫鱼的均值综合污染指数

与金属硫蛋白基因表达的相关性

Table 5 Relationships between average pollution indexes of
heavy metals and MT mRNA expression in livers and gills

of wild crucian carps from Hun River

相关性( R2 )
肌肉均值综

合污染指数

鳃均值综

合污染指数

肠均值综

合污染指数

肝均值综

合污染指数

肝金属硫蛋

白基因表达
0． 71 0． 13 0． 11 0． 03

鳃金属硫蛋

白基因表达
0． 49 0． 02 0． 32 0． 14

分布的最终归宿，重金属含量会随着暴露时间的延

长而升高，能够反映鱼类栖息环境中重金属污染的

相对长期的效应。因此，肠和鳃组织中重金属含量

反映了鱼类栖息环境中重金属的“短期”污染状况，

而肌肉组织中重金属含量则反映了生物栖息环境中

重金属的“长期”污染状况。金属硫蛋白作为一个

敏感标志物，能够用于指示鱼体和环境中重金属的

污染水平。
综上所述，本研究的结果表明，浑河野生鲫鱼受

到环境重金属的轻微污染; 金属硫蛋白基因表达能

够很好地指示鲫鱼受重金属污染的状况，可以作为

一个敏感标志物用于指示环境重金属的污染。
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