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中文摘要

城市和现代工业的飞速发展带来了许多环境问题，其中重金属污染被越来越多的人们

所关注。因重金属不能降解，且能够在生物体内积累并在不同的生物学水平(如种群、个

体、组织和细胞)产生不利影响。这些影响涉及到生物的生长发育、寿命、存活和繁殖等

方面。在生态系统中，昆虫(如蝇类、蚊子、甲虫和蚂蚁等)在金属的转移和再利用方面

起了重要作用，且它们在金属污染的胁迫下已经发展了特殊的适应机制。因此，研究重金

属在昆虫体内的累积、代谢及昆虫对重金属的适应是非常有意义的。本论文就棕尾别麻蝇

Boettchlirisca(Sarcophaga)peregrina(双翅目：麻蝇科)对重金属镉(cd)和铜(cu)的

积累、反应、内稳态调控和贮存机制作了研究。主要结果概括如下：

1 cd2+与Cu2+对亲代和子代生长发育和繁殖的影响

棕尾别麻蝇亲代初产幼虫取食含有不同浓度cd2+或cu2+的饲料，发育受到显著影响。

如幼虫各龄期和蛹期随金属离子浓度的升高而延长，成虫寿命随着浓度的升高而缩短；幼

虫、蛹和新羽化成虫的重量、幼虫体长和蛹长均低于对照：幼虫、蛹和成虫的存活率随金

属离子浓度的升高而降低：虽然经cd2十或c0+处理后成虫性比与对照没有显著差异，但

雌雄交配辜与对照相比明显降低，雌蝇生殖力也明显下降。然而，cd2+或c一处理亲代

的子一代的发育和对照子一代相比并无显著差异。这些结果表明经cd”或cuz+处理后当

代试虫的生长发育及生殖受到严重的损害，但此损害没有影响到后代的生长发育和繁殖。

另外，{氐浓度的cd”耜cf+对棕尾鄹麻蝇的生长发育影响不太，在某些方面还有一定的

刺激作用。这暗示着棕尾别麻蝇体内存在着有效的重金属调控机制。

2 cd2+与cu2+在幼虫体内的积累和捧泄

棕尾别麻蝇幼虫连续取食含有Cd2+的饲料后，大部分c铲+连续积累在体内，少部分

通过排泄系统排出。在幼虫体内的积累量与处理时间成比例，但与食物中金属离子的浓度

不成比例。但处理浓度超过200ug，g时，积累量和排泄量都比200u掣奄处理显著降低，这

可能由于高浓度的C矿使幼虫中毒有关。在变态过程中，蛹的Cd=“含量比幼虫的低，刚

羽化成虫的Cd“含量比蛹的低。这都与cd2+的排泄相关。

棕尾别麻蝇幼虫取食含c舻+的饲料后，c一的积累量和排泄量大体相当，随着处理

时间的延长，不断在体内积累，而且积累量和排泄量基本上与处理的(o+浓度成比例。在



变态过程中，cu2+也不断被排泄，体内cu2+含量随之F降。

3 Cd2+与Cu2+在幼虫组织中的累积分布

棕尾别麻蝇幼虫取食含cd2+和cu2+的食物后，cd2+和cItl2+主要积累在幼虫的消化

道，特剐是中髓。在表皮、脂肪体、血游巴和马氏管中的Cd“和cu2+含量程低，但是就

器官中的cd“和cu”浓度而言，马氏管与中肠接近，甚至更高，且马氏管与中肠中的浓

度都远远高于表皮、脂肪体和血淋巴中的浓度。

4 Cd2+与cu2+对幼虫中肠及马氏管超徽结构的影响

两种金属对中肠和马氏管的形态及超微结构都有明显的影响。中肠和马氏管的形态在

光学显微水平下有相似的变化：与对照相比，中肠色泽交深。长度变短，壁变薄，且在中

肠的表面出现了许多瘤状突起：马氏管也相应地变得短而薄。在Cu2+和cd2+的诱导下．

中肠的超微结构改变包括了线粒体浓缩，肿胀和消失。粗面内质网(rER)变得膨胀和空

泡化。微绒毛(MV)变短和无序。脂滴数量下降，贮存的糖元量上升。出现了许多矿物

颗粒体。马氏管超微结构的改变包括rER的空泡化和线粒体的肿胀及嵴的缺失，徽绒毛排

列无序且缩短，出现了大量液泡水肿及矿物颗粒体，基膜明显变薄。

s cd2+与Cu2十对幼虫血细胞的数量、存话和延展的影响

活体测定结果表明，在幼虫取食含有c矿+或Q12+食物后血细胞的总数和血细胞的存活

率下降，且下降的程度与金属剂量和处理时间有关。离体测定结果袭明，重金属对4日龄幼

虫的血细胞的存活有显著影响．且具有浓度依赖效应，而Cd2+或cu2+处理对血细胞的延展

无显著影响。

6 Cd2+与Cu2+对幼虫血淋巴能量水平的影响

棕尾别麻蝇幼虫分别取食含100、200、400、800u且电cd2’或cu2+的食物48h后血淋

巴中糖、脂类和蛋白的浓度降低，由这些化合物决定的能量水平也降低。且这种降低受Cd2+

和cu2+浓度的影响。幼虫接触800 pg隽cd2+或cu2+24、48、72、96和120 h后，幼虫

的血淋B化学组成和能量水平都比相应的对照幼虫的低。

7 Cd2+与Cu2+对幼虫熙质过氧化作用的影响

镉和铜可以诱导幼虫体内的腊质过氧化作用的显著增强，且这种作用存在浓度效应和



时间效应。

8金属硫蛋白的分离纯化及性质分析

棕尾别麻蝇幼虫取食含800 ug幢Cd2+的食物48 h后，可诱导金属硫蛋白(MT)fi胎
成。诱导处理后的幼虫匀浆上清液经Sephadex G．50分子筛柱、UNd“Ol阴离子交换柱和

Rio-GelP．6脱盐桂层析，纯化得到2个NtT亚型，即MT4和NiT一Ⅱ。MT-I和NIT一Ⅱ的分

子置为9kDa，每蛋白分子均含7个cd和20个巯基，且具254nm的Cd—SH特征吸收肩。

两者的氨基酸组成中，以半胱氨酸含量最高。各为36．6％和31．8％，而芳香族氨基酸和组

氨酸含量甚少，约1％～2％。

9幼虫中肠对Cd2+反应的蛋白质组分析

通过双向电泳检铡棕尾别麻蝇幼虫取食急性浓度的Cd2+后中肠细胞的蛋白质组变化。

结果表明，有14个蛋白表达量增加，11个蛋白表达量减少。在蛋白量增加的14个蛋白中，

通过肽指纹(Ph伍)和基质辅助激光解析离子飞行时间质谱(MALDl-TOF-MS)对其中

lo个点进行了鉴定。其中7个高覆盖率蛋白可能与cd“的细胞内解毒有关，它们的功能包

括移动并调控cd2+(p-糖蛋白，p-glycoprotein，pop)、应急功能(热激蛋白，Heat shockproteins，

Hsp)、渗透调节和转运金属离子(Cd诱导的溶酶体蛋白CDR-5，eadmium-induciblelysosomal

protein CDR)等。

10耐性品系和敏感品系重金属积累、生长发育、繁殖及抗氧化酶活力的比较

用镉和铜分gd连续筛选棕尾别麻蝇20代获得耐ed品系(RCd)和耐cll品系(Rcll)。

与相对敏感品系(S)相比，Rcd品系和R。品系幼虫积累Cd”或Cu2+的量增加，存活

率升高；成虫生殖力增加，这证明其对重金属的耐性增强。相同水平的cd”诱导，Rc．品

系幼虫的MT表达量高于S品系幼虫的MT表达量，相同水平的c铲+诱导，Rc．品系幼虫

的MT表达量高于S品系幼虫的MT表达量。gCd和Rcll两品系幼虫的谷胱甘肽还原酶

(GR)酶活性显著高于S品系幼虫的GR酶活性，而超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢

酶(CAT)、谷脯甘肽一S．转移酶(GST)和酯酶(EST)酶活性在品系间无显著差异。

关键词：棕尾别麻蝇，重金属，积累，捧泄，定位，超徽结构，血细胞，能量水平，腊质

过氧化，金属硫蛋白，蛋白质组，耐性机制



RESPONSES OF FLESH FLY(BOETTCHERISCA PEREGRINA)

To HEAVY METALS AND ITS ADAPTATION MECHANISM

Abstract

There is a growing public conceru over the potential pollution of heavy metals in China

owing to rapid urban and industrial development in the last several decades．Heavy metals are

nonbiodegradable and they can be accumulated by organisms and have adverse effects at

different levels of organization，such as population，individual organisms，tissues and cells．

These effects 81"e demonstrated in life-history traits of all organisms，for example，development，

growth，aging，longevity，survival and npI讪cdon．In the∞osystems insects(such as flies，

mosquitoes，beetles and allc8)play flu important role in the transport and rehategration ofheavy

metals，and the insects have developed special adaptation mechanism to resist the heavy metal

under the metal-pollution stress．Thus，it is ofthe utmost importance to investigate heavy metal

accumulation in such insects，effects on the insects and adaptation mechanism of the insects．In

this paper,the accumulation，the responses，homeostasis and storage mechanism of flesh fly

(Biettcheriscaperegrina)to cd2+and Cu2+are studied．The results are shown黜follows：

1 Effects ofCd2+and Cu2+on development and reproduction ofparental generation 0P)and

filial generation∞1)ofBiettcheriseaperegrina

The development and reproduction ofP generation and F1 genexation ofB．peregr／na were

studied aRer newly oviposited larvae of P generation w∽exposed to various concentratioas of

Cd”or Cu“administered in the artificial diet until pupation．The duration of the larval stages

and pupal stages in P generation increased in proportion to the concentrations of metal ion，but

the adultlivesoftreated-groupgot shortenedthan controlgroup．Theweightoflarvae,pupaeand

newly emerged adults in P geaeration oftreated．group decreased with Cd2+or Cu2+concentration

In addition，the bedy length oflarvae and pupae in P generation oftreated-group decreased with

Cd2+or Cu”concentration too．Survival of larvae，pupae and adult in P generation of

treated-group was decreased with metal concentration．Although the sex ratio of adult coming



from the larvae exposed to Cd2+or Cu”had no significance compared with the control，rnatmg

rate of male and female were significantly lower than controls．Fecundity of females of treated

groups was also significantly reduced．However,all above parameters of F1 generation coming

from parents exposed to Cd2+or Cu”and controls were not significantly different．These results

show that development and reproduction ofP generation are seriously impaired at sublethal Cd2+

or Cu2+concentrations，but the impairment of P generation induced by Cd2+or Cu2+don’t

influence the development and reproduction of the offspring．Mol-eover，low concentrations of

heavy metals affected little to the development ofB．peregrina and have stimulatory function to

some extent，implying that B．peregrina has good mechanism to mgnlate metals．

2 Accumulation and excretion of Cd2+and Cu“in Bletteheriscaperegrina larvae

口’peregrina larvae fed on food supplemented with c酽+∞taincd most of ingested Cd2．．

Few ingested Cd2．wem excreted by excretory system．Cd2+accumulation in larvae of B．

peregrina was proportional to trealmeat time,but not to Cd2+concentration in food．Especially,

ca2-accumulation and excretion in larvae both decreased at mom than 200 u眈Cd2+exposnl-e

than 200“眈exposure．This maybe ascnlxj to toxic effect of cd2+on larvae．During

metamorphosis，the loss of Cd2+took place almost entirely at pupation．Newly eclosion adults

had lower Cd2+concents than the larvae．This loss of Cd2+was correlated to the％erction of

cd2+．

丑peregrina larvae fed on food supplemented with Cu2+retained about half amounts of

ingested Cu2+．Few ingested Cu2+were exca'eted by excretory system．Cu2+accumulation and

excretion in larvae orB．peregrina were proportional to trealment time and to Cu2+concentration

in food．During metamorphosis，Cu2+was excreted by final instar larvae and newly eclosion

adults and n—content in vivo decresed．

3Thedistribution ofCd2+andCu2+amongtissues ofBiettcheriscaperegrlnalarvae

The larvae of B．peregrina wel'e fed with Cd2+--containing or Cu2+-containing diet and the

distributions of Cd2+and Cu2+among tissues were determined by separating each organ．The

results determined by atomic absorption spectrophotometer showed most of Cd2+and Cu2+

accumulated in the alimentary canal，especially midgut，and the content of Cu2+and Cd2+in

integument，fat body，haemolymph and malpighian tubules were very low．But the concentrations



ofheavy metal in malpighJan tubules was adjacent to that in midgut，and was much higher than

that in integument．fat body and haemolympb．

4 Morphological and ultrastruetural alternations in the midgut and malpighian tubules after

the Cd2+and Cu2+exposure

The effects of Cd2+(80 u g／g)and Cu2+(100 H g／g)on the morphology and ultxash'ucture of

midgut and malpighian tubules of B，peregrina larvae were studied by light microscopy and

transmission electron microscopy(TEM)．Treatment times(48 h)and metal concentrations were in

the sublethal range to the larvae as determined by toxicity tesL Under the tmatmant time and metal

concentrations，the two metal species had profound effects OU the morphology and ultrastructure

ofmidgut and malpighian tubules．The morphology ofmidgut and malpighian tubules in treatment

showed similar changes at the light microscopical level：the midgut got darker,shorter and thicker

than control midgut,and many stlxlmaes ocolLrl'cd Oil the surface ofthe midgut；and the malpighian

tubules got shorter and thiluler．Ultrastructural alterations in midgut induced by Cu2+and Cd2+

included mitochondrial condensation，swelling，and lysis．The rough aadoplasmic reticolum(rER)

showed dilation and vesiculatinn．The microvilli(Mv)were shortened and disordered．The lipid

droplets decreased and stored glycogens were increased．Many mineral sphmte,appam,d．

Ultrastructural alterations observed in the malpiff缸an tubules included rER vesiculation and mitc-

chondria swelling with loss of cristan．Shortened and disordered microvilli，increased numbers of

large hydropic vacuoles and mineral sphcritesⅥ，c∞also observed．It Was special to malpighian

tubules basal membrane became thinner．

5 Effects ofCd2+and Cu”on the number,spreading and viability ofthe larval hemocytes

we invesligated the effects of Cdz+and Cu2+on hea-noeytes or b．peregrina in vivo and in

vitro．In viva，the total number of hcmocytcs and viability of hemoqges decreased after the

larvae fed cadmium—containing and copper-containing diets in a dose-and time-depandem

iuaBuer．In vitro，Haemocytes from 4th-day-old larvae were seeded in 96-well microplates and

exposed to Cd2+or Cu2+at the concentrations of0．1，l，10，20 and 40 u倒．The viability of

hemocytes was affected by heavy metals in a dose—dependent manuer，and the viability ratio is

nO difference after 0．5 h and 4 h incubation，Moreover,the spreading had nO difference among

metal-exposed hemocytes and control hernocytes．The above results indicated Cd2+or Cu2’can



disturb hemocytes ofB．peregrina．

6 Changes of energy level in larval haemolymph Oil exposure oflarvae to Cd2+and Cu”

The biochemical constituents of larval hacmolymph such as total sugar，proteins aos lipids

were determined in B，peregrine larvae to Cd2+or Cu2+at different concentrations for 48 h，

repeedvely．The results showed the biochemical constituents dceresed On exposure to Cd2+and

Cu”，and the energy level determined by the biochemical constituents decreased too．Moreover，

high concentradous were found to mole effective than low concentration．The effect of Cd2+or

cu2+at the concen仃afioa of 800 u g缘was also studied OB the above biochemical consifituents at

intervals of 24，48，72，96 and 120 h．The results showed biochemical ennstituemts and energy

level in Cd2+．or Cu2+-exposed larvae Were lower than that in control larvae．Therefore,

measuring the caloric concentration in larval hacmulymph ofB．peregrina c缸be used to evalute

the physiological effects ofcombating C矿and Cu”toxicity．

7 Lipid peroxldatlon induced by Cd2+and Cu”in Blettcheriscaperegrina]al'Vae

Cd2+and Cu”could induce the ineIv,asing of lipid peroxidation in B．tmgrlBa larvae in

dose-dependent and tim(v-dependent ways．

8 Isolation，purification and characterization ofmetallothioein

The metallotlfioneins fMT)in B．peregrina larvae were induced to be produced a娩f

feeding the dietary containing 800 ll g cadmium per gram diet for 48 h．Two forms ofMTs(MT-I

andMTq／)wereisolatedandpurifiedfromthe越l柳8t珏ntofthewholebodyhomogenatesfi-om
the larvae after exposure to cadmium chlorides，using gel chromatography on Sephadex G一50，

ion—exchange chromatography on UNOTM Q1，and on Bin．Gel P-6 for desalination．Both

molecular weights ofMr-I and MT-U Wel-e 9 kDa．Both MT-I and MT-II contained 7 cadmium

atoms and 20 sulthydryl groups per molenule，and showed the spectral characteristic of

cadmium—thionein，i．e．a broad shoulder at 254 Rill．As to amino acid composition of MT-I and

MT-II，their contents of cysteine residues were the hiIghest，accounting for 36．6％and 31．8％of

all amino acids，respectively．However,their contents ofaromatic amino acid and histidine were

very low．just sharing I％～2％ofall amino acids．

9 Proteomie analysis ofResponses to Cd”in the mldgut ofBietteherlscaperegrina



We examined proteome changes of midgut cells in a且peregrina larvae to acute cadmium

stress using two-dimensional polyacrylamide gel eleetrophoresis·The exprezsion levels of many

protein spots showed changes．AIUOLUItS of fourteen proteins increased and of ten proteins

decreased．Of these fourteen increased protein，ten protein were identified by peptide mass

fingerprinting using matrix—assisted laser desorption ionizationtime of flight mass spectrometry,

and 7 proteins have previously been reported to be relevant to eelinl8r detoxifieafion processes

The functions of7 proteins include the removal ofCd 0一glyeoprotein，pOp)，emergency function

(Heat shock proteins，Hap)’osmoregulafion and transport metal ion(cadmium_inducible

lysosomalproteinCDR)．Thefunctionsofotherthreeproteinshavenotpreviouslybeen reported·

10．Comparison of metal accumulation，growth and development,reproduction and

anfioIldant enzymes in reslstmat strain and susceptible strain

Development of cadmium tolerance and copper tolerance in a natural且peregrina

population maintained in the laboratory for 20 generations．Increased metal tolerance in selected

strains缳cd and R曲was reflected by increased metal accumulation，enhanced juvenile

survivorship，and increased fecundity of female adult compared with the relative susceptible

strain(S)．The Rcd and R‰strains displaied higher metallothionein levels than S s劬in after

inducement with same level ofheavy metals This correlated with inked metal acenmul8tion．

Superoxide dismutase(SOD)，catalase(CAT)，glutathione rcdnetase(GR)，glutathione—

S-transferase(oST)and cstefa$e(EST)w哪measured after the larvae of different srains were

exposed to heavy metal．Significant enhancement of OR activity were observed in RCd and Rc=

strains compared with S strain，while SOD，CAT,GST and EST levels were not significantly

different．

Key words：Biettcherisca peregrlna，heavy metal,accumulation，excretion，distribution，

ultrastructure，hemoeyte，enery level，lipid pero】ddation，metallothionein，proteomie，

resistance mechanism



刖 舌

髓着采矿、冶炼、电镀等工业的发展，镉(Cd)、铜(cu)等重金属伴随着三废排放到

环境中，造成环境的污染。国内有关金属污染的报道越来越多，例女112001年的中国台湾著名

的农业县彭化县发现的“镉米事件”：渤海湾汞、锌、铅等重金属污染：我国茶叶重金属污

染(庚晋和周洁，2002)；城郊蔬菜重金属污染(梁称福等，2002)和果园重金属污染(聂

继云和董雅风．2002)等。这意味着重金属污染越来越受到人们韵广泛关注。虽然环境中的

重金属含量可能不至于直接影响居民健康，但这些金属能够在植物和动物体内累积并进入食

物链，因此，值得密切注意。在陆地生态系统的食物链中，昆虫是重要的金属分散者。因为

它们既是植物及腐食性物质(包括各种动植物的尸体)的主要消费者，又是其它较高营养级

动物的重要食物。另外，昆虫数量多、分布广．容易接触劐重金属，它们不仅对薰金属表现

敏感，而且有些在长期的重金属胁迫下发展了特定的适应机制，从而能够积累、转移和代谢

重金属。因此，揭示昆虫对重金属反应及其适应机制是非常藿要的。从环境角度来看，这些

个体小、分布广、世代周期较短且繁殖力强的昆虫可被用作指示生物，监测环境中重金属污

染程度：昆虫体内与其适应重金属相关物质如金属硫蛋白等也可用作重金属污染的生物标志

物。目前，重金属在昆虫体内的富集及其对昆虫致毒机制的研究还处于探索阶段，昆虫对重

金属的累积、代谢、转化与消除的机制还没有完全弄清楚，且研究比较深入的昆虫只有果蝇

和弹尾虫。

在我国，有关昆虫与重金属的研究还很少，除了牛长缨(2000)关于家蝇对重金属的

反应及有关金属硫蛋白的研究外，尚少有其它报告。有鉴于此，我们选择在中国及其他亚

洲地区分布广的、腐食性的、卵胎生的棕尾剐麻蝇Boettcherisca(Sarcophaga)peregrina

(双翅目：麻蝇科)作为研究对象，探测重金属镉(cd)或铜(cu)对它的生物效应及棕

尾别麻蝇体内积累代谢cd和Cu的生理生化机制。



博士学位论文

单位代码

研究生学号

y 7327311

l 0 3 3 5

10216072

棕尾别麻蝇对重金属的反应及适应机制的研究

答辩委员会主席：程家安教授(浙江大学农业与生物技术学院)

论文评阅人： 戴华国教授(南京农业大学植保学院)

(按姓氏笔画排列)
龚和研究员 (中科院动物研完所)

论文答辩日期： =零零五年六月十四目



本研究承蒙

国家自然科学基金重点项目

(编号：30230070)

资助



致 谢

本论文是在胡萃教授和叶恭银敷授的悉心指导下完成的。从试验到论文完成都凝聚着

两位思师的大量心血，一位导师严谨治学，为人师表的师德风范，沤心沥血献身科学事业

的精神，把握学科前铪的敏锐洞察力以及丰富的知识面使我终生受益。三年来，导师在我

生活、学习中给予的关怀、谆谆教导和悉心指导令我刻骨铭心。在此谨向两位导师表示衷

心的感谢和探深的敬意。

三年来我得到浙江大学应用昆虫学研究所许多老师的关心和帮助，他们是程家安教授、

刘树生救授、陈学新教授、张传溪教授、唐启义教授、沈志成教授、莫建初教授、姚洪渭

副教授等等。在此表示诚挚的谢意。

三年来得到许多同窗好友的大力帮助，他们是：张虑、李凯、黄诚华、陈亮、陈茂、

董胜张、朱家颖、蒋彩英、吴玛莉、王慧、石字，李芳芳、谭红、卢新民、慎小晶、王欢、

方琦、袁志东等同学。在此谨向他们表示最诚挚的谢意。在实验过程中，浙扛大学环境保

护研究所的徐向华、徐圣友、王远鹏和桶世迎等同学提供了很多便利和帮助，蜥江大学分

析测试中心的徐颗老师在透射电镜分析中给予了指导和帮助，在此一并表示真挚的谢意。

我还要特别感谢我的父母、姐姐，他们的理解和支持使我能够安心于学业。特别感谢

我的爱人高熹女士多年来对我一如既往的理解和支持，感谢她与我同甘共苦、患难与磐她

投身课题研究l

是后，谨向参加论文评阅及答辩委员会的专家、教授致以崇高的敬意l

吴国星

2005年5月干杭州新江大学



第一部分文献综述



第一章重金属对生物的毒性及生物对其适应

1生物体与重金属

在金属元素中，把比重大于5．0的称为重金属，因此，除碱金属、碱土金属和铝咀外的

其他金属都属于重金属的范围(Nieboer andRichardson，1980)。构成地壳的金属主要是碱金

属、碱土金属和铝，在地表诞生的生物体必然是以轻金属元素(如钠、钾、镁、钙)为主要

金属成分，但铁例外，它属于重金属。微量存在的重金属元素虽然不是构成生物体的主要成

分，但实际上却是极为重要的物质。

1．1重金属的必要性

生物体所需要的重金属元素，对于动物、植物、微生物来说是略有差别的，元素的必要

性也因元素的化学形态、生物体培养方法等不同而异。迄今证明生物体的最常见的必需重金

属元素有：Fe、cIl、Zn 3种元素。必需重金属元素具有两大功能：第一是具有催化功能，这

种功能可由各种金属酶表现出来，Fe、Cu、Zn都是金属酶不可缺少的因子；第二是具有金

属蛋白载体的作用，血红蛋白是具有代表性的金属蛋白，其具有运输氧的功能；肌红蛋白也

能储藏氧；细胞色素在呼吸链和光合作用等方面其有电子传递体的功能(表1-1)(王夔，

1988)。重金属元素的化学形态与其在动物体内的必要性有一定关系，如在天然水体中，重

金属多数被络合或不同程度被胶体物质吸附(王夔，1991)，其化学形态不同对生物的可给

性也不同，而且重金属作用部位的存在状态未必与最初摄取时的形态相同。例如，由于给患

有缺钴症的动物投给钴盐，疾病可以解除，因此最初人们认为动物体内缺钴。但是后来证实

以前的缺钴症实际上是维生素B12缺乏症。也就是说，钴是维生素B12必不可少的因子，只

有当体内的细菌将钴转化成维生素B12后才有效(王夔，1991)。

重金属的代谢是指重金属被运送到生物体内所需要的部位，参与一些重要的生命活动，

这一过程包括重金属的吸收、转运、贮存和排泄，以确保重金属在生物体内的内稳态平衡

(Homeostasis)，以及排出过剩和有毒的重金属(Hoare，1980)。生物对重金属的吸收，无

论是从土壤、海水、食物中，还是自体内环境中的吸收，是重金属代谢的第一步。游离的重

金属离子是亲水性的，不能通过细胞膜的脂质双层结构，因此它们必须和质溶性的化合物如

血红素结合，或者经过载体的运输才能穿过细胞膜。这些载体包括糖、氨基酸、小肽及其它

一些离子载体。一旦重金属离子穿过细胞膜，它们会和一些转运蛋白结合在一起(见表l一2)。
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表1-1典型金属蛋白质及其功能【王羹．1988)

Table 1-I Typical metal-proteins and its functions

Heavy metal Protein Halnc Physiological f1Inction

血红蛋白(hcamoglohin)

细胞色素(cytochlome)

过氧化氢酶(catalasc)

存在于血液里参与经织氧的运输

通过Fe(II)，Fe(III)的可逆性，进行电子传递

2H202—2H20+02反应的催化剂

醛氧化酶(aldehydeoxidase) R-CHO+H】O+q—R—COOH+H202反应的催化剂

铁氧还蛋白(fermdoxin) 光合成体系的时绿素受到光还原；构成铁氧还蛋白一

NADP十还原酶，使NADP+还原；是固氟菌形成同氮

酶的电子供体．与N2的还原反应有关

琥珀酸脱氢酶

(Succinatcde．hydrogcmasc)

zn 碳酸酐酶(Caabonie anhydra∞)

羧敢酶(carboxypcgfidase)

乙醇脱氢酶

(alcohol debyda'ogeaase)

琥珀酸脱氢酶为延胡索酸反应的催化剂

8：col·音{20+cch反应的催化剂

将多肚链的c末端肚链有选择地切断

乙醇脱氢生产醛的反应可逆催化剂

CIl 血蓝蛋白(hca'aocyanin)存在于软体动物、节肢动物血淋巴中的氧运输件

细胞色素C氧化酶 细胞呼吸时在电子传递系统(呼吸链)的末端工作，

(cytochromcoxidasc) 将呼吸基质传递的电子直接交给02

酪氨酸酵(tyrosinasc) 参与分子鸽氧化L-Tyr生产黑色素的反应

⋯ 在光合成的电子传递中，光化学系统I和ll之间电子

质体蓝素(pasto斜ani“)传递系统的一员

血浆铜蓝蛋自
运输血液中的cu，氧化Fe(1I)

(∞nl呷l础in)

裹l-2重金属代谢过程中的转运和贮存蛋白

Table 1-2 Transport proteins and gored proteins In mmbollm ofheavy metal
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然而细胞内重金属的内稳态调控是十分重要的，不用说非必需重金属，即使是必需重金

属在过量时也会产生毒害作用。重金属的内稳态平衡通过活性运输和贮存机制得咀实现，其

中最重要的贮存机制是金属硫蛋白和铁蛋白的作用。金属硫蛋白能结合过量的锌、铜，作为

一个暂时的“贮存库”，调控锌、铜的内稳态，此外，金属硫蛋白还能结合毒性金属如镉和

汞等，起着解毒的功能。

1．2重金属过量的危害

许多重金属元素在生命活动中是有用的和必需的，在生命活动中常常缺失了不行，然而

多了不但无益反而会造成危害。无论是生命活动中必须的或非必须的重金屑元素，当在生物

体内积累值超过一定的阈值，或者进入生物体内的途径是非正常行为，都将或多或少地危害

或影响生物的生命活动。不少重金属，当量值为ppb数量级时，它能对物质代谢起着催化作

用，而当达到PPM数量级时，常可以观察到无益有害的作用(张毓琪和陈叙龙，1993)。

例如，铁元素对于分子氧的运送和代谢十分重要，但由于偶然性的吸收和疾病使过剩的铁积

聚起来且不易排出时．他们将会催化各种各样的含氧自由基的形成并广泛地损伤组织

(Lippard and Berg,1994)。特别是随着社会工农业的发展。工业废水和城市生活污水污染及

矿山和冶金工业，重金属污染使河流、湖泊水质急剧下降，水生生物多样性减少，物种灭绝，

而且对经济发展和人民身心健康构成严重威胁。例如1948年美国宾夕法尼亚州多诺拉镇发生

了二氧化硫与金属元素的复合污染，死亡17人(王焕校，2000)；1955年日本的富山县矿山

引起的镉污染造成的骨痛病事件(王焕技，2000)；1956年日本水俣湾的有机汞中毒造成受

害居民万余人的水俣病事件(孔繁翔，2000)。

1．3重金属毒性机制

重金属进入生物体内是怎样产生毒性作用的，这是我们感兴趣的问题之一。重金属及

其化合物对生物体内某些器官和系统中的生物分子有特殊的亲和力。这种重金属的侵入途

径、浓度、溶解性、存在状态、代谢特点等因素密切相关。重金属的毒性机制主要表现在

以下几方面(王夔，1988)：

(I)阻断了生物分子表现活性所必需的功能基。例如，H矿与酶中半胱氨酸残基的

SH基结合，半胱氨酸的SH基是许多酶的催化活性部位，当结合金属离子后，就抑制了酶

的催化活性。

(2)置换了生物分子中必需的金属离子。例如，Be2+可以取代M92+．激活酶中的Mf+，



由于Be2+与酶结合的强度比M92+大，因而它会阻断酶的活性。

(3)改变生物分子构象或高级结构。为了使生物分子有一定的功能，它必须具有附加

种特定的构象，金属离子的结合能改变一些生物大分子如蛋白质、核酸和生物膜的构象。

例如，多核苷酸负责贮存的传递遗传信息，一旦发生变化，可能会引起严重后果，如致癌

和先天性畸形。

在生物分子中，蛋白质、磷脂、某些糖类和核营酸都具有许多能与金属离子结合的配

位基团或原子，例如，眯唑(组氨酸)、NH2(赖氨酸等)、嘌呤和嘧啶碱基(DNA和RNA

内)中氮原子。OH(丝氨酸、酪氨酸等)、COO。(谷氨酸、天冬氨酸等)和PO‘o(磷脂、

核苷酸等)中的氧原子。SH(半胱氮酸)和SR(蛋氨酸等)中的硫原子等，都可作为配

位原子。上述三种毒性机制都是以金属离子对生物分子的配位能力作基础的，

1．4生物对重金属的贮存和解毒机制

为了利用环境中藏量丰富的那些重金属元素。各种生物都呈现出相适应的代谢机制或

体内平衡机制。利用最普遍存在的元素是生物进化的结果，其目的是保证生命活动的正常

进行：同理，防御机制也是生物进化的结果。在一些生物体中，似乎已形成了各种有毒重

金属的防御机制或解毒机制。金属硫蛋白即是最著名的具体例子。毛发往往会累积重金属

离子，如zn2+、H92+、cd2+，毛发的脱落起着去除重金属毒害的作用．重金属化合物的胶

体物质，也可通过吞噬作用而结合到网状内皮系统中去。在某些情况下，甚至肿瘤也能排

除熏金属毒害所产生的严重后果。据分析，生活在严重污染区并同时长有肿瘤的鱼类，其

体内所含的重金属(特别是铜)都富集在肿瘤细胞中。

1．4．1金属硫蛋白(MT)

Margoshes Vall∞(1957)首次从马的肾皮质中分离出这类含镉量非常高的金属结合

蛋白。Kagi(】991)又从人肝组织中分里出同类蛋白质。肝作为重金属解毒部位，肾作为尿

排前加工部位，都集中了较多的重金属，这些重金属以hiT结含方式存在。其后又不断从

不同的生物如蓝藻、酵母、无脊椎动物、哺乳动物体内都分里出了基本相同的MT。由于

MT对镉、汞有强的结合作用，所以是急性镉、汞中毒的一种保护剂。从MT在体内的诱

导合成可看出，生物体具有自我解毒系统来抵御或减缓来自有毒重金属对组织的损坏。

1．4．2硒的化合物
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金枪鱼体内含有高含量的汞，有趣的是，金枪鱼本身并没有发现汞中毒的迹象。在金

枪鱼体内，应存在某种清除汞毒性的机制。现一般公认，金枪鱼的硒含量是非常高的，而

且硒的存在与汞的含量有关。硒的含量随着汞含量的增加而增加。如果将金枪鱼肉加到动

物饲料中，能减轻汞对动物的毒性。这些观察结果表明，硒化合物能螯合Hg”，并抑制

Hf+对细胞以及各组织的毒害作用。因此可以认为，生物必需硒的一个原因，可能是为了

保护自身免追重金属的毒害。

1．4．3细胞器里的沉积

铅中毒的特殊症状如贫血症，只有在较高的铅剂量时才会出现。在较低的铅剂量时，

可观察到的晟初症状是，在肾小管中形成核内包涵体(Intranuclearinclusionbodies)。包涵

体除了含铅以外，还含有可检测的微量钙、铁、糖原和一定量的蛋白质。据认为，包涵体

有保护作用，由于铅积累在软组织中，因而降低了对其它细胞质、细胞器的毒害。在苔藓

植物叶中．也发现了类似的包涵体。因此，在一般生物机制中，包涵体似乎起保护和贮存

作用，以防止铅对细胞的毒害(Shaw．1989)。

除了包涵体以外，在其它细胞器里也发生大量重金属的聚集。这些细胞器包括线粒体、

溶酶体等等。

1AA细胞外结合和沉淀

海藻类急剧暴长和繁殖，可能是由于吸附水中大量cu、zn、Cd、Hg等重金属的缘故，

因此海藻成为海洋重金属污染的一种重要的生物指示物。在某些情况下，藻类的细胞下可

产生结晶作用。例如，一种藻类(Cyanidium caldarium)通过形成金属硫化物结晶沉积在

细胞表面，从而自废水中吸附cu、Ni、Al、cr等重金属(Shaw,1989)。另外，一些藻类

能分泌高分子化合物，如多糖，结合大量重金属离子。藻类细胞壁的结构组成类似于阳离

子交换剂的作用，因此一些重金属(如Cd)能够以中性络合物的形式积累在细胞外。

1．4．5重金属置换作用

微生物对重金属引起化学置换作用。如氧化、还原、甲基化和脱甲基化作用，从而对

重金属产生防御机制。其中，最著名的例子是汞的甲基化作用。某些微生物能使汞和汞的

化台物甲基化，并生成比无机汞化合物更易挥发的甲基汞(CH3)2Hg或CH3Hg+。这些有机

汞从生物体中挥发出去，要比无机汞化合物容易得多。目前已证实，一些厌氧细菌能使汞

甲基化，而甲基化的机制需要维生素B”的甲基衍生物参加反应(E．】舆西埃，1987；Shaw,
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1989)。另一方面，有机汞化合物可被一些细菌还原为Hgo。H矿是低毒的．并具有较高的

蒸气压，使汞能蒸发到生物体外去。因此，这种置换是一种有效的解毒方法。

1．5重金属的氧化毒性和解毒机制

在生命活动中，过渡金属在生物大分子的氧化变质过程中扮演着催化荆的作用，因此，

与这些金属相关的毒性可能来源于受氧化组织的损伤。近来的研究表明金属如Fc、cu、c8、

cr、Pb、H卧Ni和Va具有产生活性氧(·02～、H202和·OH)的能力，反应如下：

M(X)+02‘一一M(x·1)+02

202。一q-2H+一H202-'b02

M饼一1)+H202一M()()+‘OH十OH一

这些活性氧导致了脂质过氧化，DNA损伤，巯基的损耗及钙平衡的改变(如图1-1)。

图1一l总结活性氧及自由基间的相互作用以及对脂类，蛋白及DNA。硫醇和抗氧化剂的伤

害，也包括了维生素A、E、c。还有改变ca的动态平衡(膜受伤的结果)，导致了与ca相

关系统的活化，如核酸内切酶。此外，也涉及了肿瘤坏死因子a(耵腰a)，蛋白激酶C及胁

迫蛋白。随着新技术的出现，涉及到有关毒性及致癌作用的活性氧及它们的运输，组织受损

效应，及顺序问题将可得到回答。

生物体内的抗氧化系统——抗氧化酶和小分子的抗氧化物可以清除生物体细胞内生产

的活性氧(表1-3)(美浓真，1994；浅田浩二，1994；李毅平和龚和，1998)，从而解除重

金属的氧化毒性。

表1-3生物抗氧化系统的组成

Table!-3 Composition ofandoxidant synem ln organlImas

抗氧化酶

超氧化物歧化酶过氧化氢酶 谷胱甘肽转移酶 过氧化物酶抗环血酸过氧化物酶

醒还原酶 谷胱甘肽还原酶 脱氢抗坏血酸还原酶 抗坏血酸自由基还原酶

抗氧化蛋白

铁蛋白 转铁蛋白 血浆铜蓝蛋白金属硫蛋白清蛋白等

化学物质

腊溶性抗氧化荆：维生豢E类胡萝h素泛醌胆红素等

水溶性抗氧化剂：维生素c屎酸谷胱甘肽3．羟基犬屎氨酸 海藻糖葡萄糖甘油 乙二酵等



重金属

——哪r
蛋白激酶C活化

比川盟目1 ∞Ii*厂'，土 ％ⅨH w孵{酉1屯

0 + ‘
脂类 蛋白质

I维生素⋯，c氧化}．-I 。G嚣鼍‰、 l DNA 损伤 I
l l

／ ．，＼I蛔，。圭。掳撼、
<脂鬻戗蔓一訾嚣鬻 姑％显’

Jr
。

’jr⋯8心jr
过氧化氢，乙醛等 Ca7+依赖系统的激活 ATP及NAD(P)

＼ (核酸内切酶，蛋白酶及磷脂酶) (H)的释放

＼ r j／
7 细胞损伤 r

圈1-I已知的活性氧物种及其对组织损伤的髟响相互作用

Fig．1-1 Summary of the Interactions that lift"known to exist involving reactive oxygen spedes end tissue

domegiug effects(Stobs and BagcM。199妨

2四种重金属概述

重金属的污染发生越来越广泛，已经成为重要的环境污染的之一。Cd、c11、Pb和Hg

尤其严重。在这里我们对这四种元素作一综述。
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2．1镉(Cd)

镉污染是当今重金属污染中面积最广、危害最大的重全属元素之一，被称为“五毒之首”。

由于工业的缘故，cd在环境中的积累量丰富，且它是非必需元素。它在电镀(electroplating)

和镀锌(galvanizing)中广泛使用，作为染料及用于电池中。它也是锌矿和铅矿及冶炼厂的

副产物。可溶性的镉盐积累会导致对肝，肾，脑，肺，心，精巢及中枢神经系统的毒性。由

于镉污染毒理机制和生物效应的复杂性，对镉污染的研究一直是当前学术界的热点研究课

题。现在对镪的环境行为和对生物有机体毒理机制与危害进行综述。

2．1．1 Cd的来澈、用途及污染

Cd是一种具有银白色光泽、软性、延展性好、耐腐蚀的稀有金属。它于十九世纪初首

先在ZnC03的杂质中发现主要存在于Zn的各类矿石中，目前大部分cd常在炼锌时以副产

品得到。研究表明，单质cd本身并没有毒性，然而其化合物具有毒性及腐蚀性。cd的主

要用途是用于颜料和电镀工业，作颜料主要是cds作为镉黄，用它镀到钢铁或铜上可增加

金属的强度和耐磨性，但不影响其导电性它还应用于制备镍镉、铜诵合金，这些合金作为材

料具有优食的性能被广泛用于尖端科技；还可用于半导体和荧光体，原子反应堆的控制棒等；

它的化台物还能作为农药治理植物的病虫害。但是随着采矿、冶炼、电镀等工业的发展。伴

随着大量的三废的摊放，造成环境污染，严重的威胁着人类和生物的生存。这个问题在工业

发达国家已经出现了严重的危害，并引起全世界的关注，不少科学家致力于这方面的深入研

究，各国纷纷采取有力措施以防治Cd的污染。

环境中cd的自然来源很少，cd主要是以硫化物、氧化物、碳酸盐形式与闪锌矿共存a

据资料介绍，她壳中含Cd为0．18 ppm，土壤中Cd的含量随不同地区而异，但大多数在0．12

vpm以下。环境中Cd的污染主要是工业污染造成的，采矿、冶炼、台金制造、电镀、油漆

颜料制造、核反应堆、陶瓷等工业部门是引起cd污染环境的主要源泉。工业发达国家尤为

突出，如美国工业向大气排放的Cd多达1000吨以上，日本神户每年排放含Cd的废水高达

3000吨。目前。随着我国城市和工业的发展。城市和郊区的重金属污染也日益严峻。各类

垃圾中的Hg、cd元素含量均超过了北京市郊土壤背景值和污染起始值的最高允许含量(李

仙粉等，2003)。广东珠江三角洲城市效区农业土壤Cd超标率达56％(土壤环境质量二级标

准)．广州市郊区Cd的超标率达82％(王凯荣，1997)。沈阳张士灌区有2533 km2遭受镉污

染，其中严重污染占13％(张义贤，1997)。
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2．1．2镉对动物的影响

镉主要通过食物、水、空气等进入动物体内，动物作为消费者，环境中的镉主要是通过

植物进入动物体内的。因而镉在动物体内的含量与动物所食植物种类、部位和年龄相关。镉

能与含羟基、氨基、巯基高分子有机构结合，能使许多酶系统受到抑制，从而影响肝、。肾等

器官中酶系统的正常功能。另外镉还损伤肾小管，导致糖尿、蛋白尿、氮基酸尿，并使尿钙

和尿酸的排出量增加．引起肾功能不全．进而影响维生素D3的活性与吸收。因此长期食用

含镉植物会影响钙和磷的代谢，引起肾、肺、肝等器官的病理变化。诱发骨质疏松骨软化和

肾结石等疾病，最终引发“骨痛病”。另外镉对哺乳动物具有较强的致畸、致癌和致突变作

用，被有机体吸收后。自然捧泄十分缓慢，锅在体内的半衰期长达lO～35年。为已知的最易

在体内蓄积的毒物。镉可以降低体外受精后的胚胎移植的成活率，导致超排卵的数目减少(沈

维干等，1999)。破坏或抑制卵母细胞的减数分裂过程，降低卵母细胞的受精能力和存活率，

提示育龄妇女接触镉及其化合物会导致生育能力下降甚至不孕不育。

2．1．3镉的毒性机理

2．1．3．1诱导金属硫蛋白(MT)的产生

金属硫蛋白(Metallothioncin，简称Mr)是一类低分子量、高金属含量、富含半胱氨

酸的金属结合蛋白。它能够通过自身的巯基与多种金属(Cd、Zn、Cu、Hg等)结合，是

目前发现金属相对含量最大的蛋白质。MT广泛存在于自然界中。MT现已被发现广泛存在

于哺乳类动物的几乎所有的组织。在植物、无脊椎动物、真核微生物、原核生物体内也有

MT存在。并且MT还具有一定的生物进化保守性。

MT具有广泛的生物功能(如参与微量元素的贮存、运输和代谢；拮抗电离辐射；清

除羟自由基及重金属解毒等多种作用)，围绕它和镉毒性关系的研究已经很多。普遍认为它

是镉胁迫时机体自身诱发的自我保护措施之一。镉对MT有很强的诱导作用。它可直接作

用于MT基因的启动予，从而诱导MTmRNA的大量表达。诱导合成的MT反过来可以整

合一定量的镉形成Cd．MT复台物以降低胞内镉的浓度，还可以通过自身巯基还原态／氧化

态的转换来清除由镉诱发产生的自由基，从而减轻镉对生物体的损伤。

但同时Cd-MT复合物与镉毒性的发挥却是分不开的：(1)镉可直接作用于金属硫蛋白

(MT)基因的启动子，从而诱导肝脏或肾脏中MTmRNA的大量合成。MT被诱导后可迅

速与锌离子结合，使母体血浆锌的浓度降低进而造成胚胎锌的供应不足。由于锌是许多金

属酶的正常的组成成分，缺锌可抑制这些金属酶的活性，从而影响碳水化合物、脂类、蛋



白质及核酸的合成和降解(王夔，1992)。(2)MT可能是充当镉的运载蛋白。由于进入人

体的镉主要在肝脏中诱导MT的合成并进一步形成Cd．MT复合物，该复合物可经过血液运

输达到肾脏，经肾小球滤过后大部分被肾小管吸收，然后通过胞饮作用，Cd-MT进入肾小

管细胞溶酶体，在溶酶体中降解、分离并释放出游离的镉，游离的镉就开始发挥它的毒性

作用。由此还确立了一次性大量注射Cd—MT造成肾损伤的动物模型来研究镉的肾毒性机

制。(3)镉除了能够诱导母体肝和肾脏中MT合成外，也可诱导胎盘滋养层细胞MT的合

成。MT在胎盘内被诱导合成后，可通过与锌结合而导致锌的转运障碍。抑制胎盘的物质

转运是锈的一种发育毒性作用机制。

最近，用敲除了MT基因的转基因动物的实验结果表明，镊所致的肾损伤并不一定依

赖于Cd—MT的形成，无机镉也能直接造成肾脏损伤。1993年美国毒理学年会上就NIT与

镉关系作了专题报告会，一致认为MT的诱导是影响铺致癌的重要因素，但许多细节还有

待进一步研究。

2．1．3．2与钙、锌竞争。

同样作为二价金属离子，镉与钙具有很多相似的地方。两者的离子半径分别为0．099nlxl

和O．097 nm。这也就决定了镉的毒性作用往往与对钙水平及钙功能的影响有关。

镉是如何进入细胞的?一种假说认为它是通过钙离子通道进入细胞的。在进入细胞前，

镉还可以与细胞表面的孤儿受体相结合而启始胞内钙信号系统(Smith甜a1．，1989)。铺进

入细胞后，一方面可以通过抑制钙泵引起胞内钙浓度增加；另一方面又可咀替代钙与钙调

蛋白相结合激活钙调蛋白依赖型激酶或直接激活某些与钙相关的酶类如蛋白激酶C

fPKC)、丝裂原激活蛋白激酶(MAPg)等．干扰细胞内与钙有关的信息传递系统，产生细

胞毒性。最近的资料还表明，细胞内的镉能取代钙与肌动蛋白、徽管、微丝相结合，从而

破坏细胞骨架的完整，损害细胞的功能；镉还能通过与细胞粘附分子相结合而使其构象发

生改变从而破坏细胞之间的连接，这也与诵一钙的相互作用有关。因此，阐明镉-钙之间的

相互作用是探讨铺毒性作用机制的一个重要方面。

另外，镪还可以取代锌。与锌指蛋白结合，从而影响细胞内的调控系统。

2．1．3．3 Cd的氧化机髑

一些研究显示，镉的毒性与其诱导的氧化损伤有关，如镉可诱导脂质过氧化水平升高，

抑制抗氧化酶如超氧化物歧化酶(SOD)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH．1ax)的活性，影响

MT和谷胱甘肽(GSH)的水平。而且，抗氧化剂如抗坏血酸、n．生育酚等可抑制镉的毒



性作用。目前，镉毒性作用机理的研究不少集中于镉引发的氧化损伤方面。镉可以引起脂

质过氧化、DNA链的断裂以及蛋白质的氧化修饰等(Berlett and Stadtman，1997)。镉引起

的氧化损伤一方面与细胞内谷胱甘肽等含巯基肚(蛋白)的耗竭有关：另一方面还要归咎

于它诱导产生的过量自由基(Li et aL，2000)。虽然作为非Fenton反应的金属元素，镉并不

能直接作为电子供体产生活性氧自由基(ROS)引起氧化损伤(Thevenodelal．，2000)。但

是，在MT存在下，其表现出产生·OH自由基的能力，这可能是因为镊可以与金属硫蛋

白上络合的铁、铜等金属离子进行交换替代使其释放出来发生反应。或者是由于对自由基

清除剂的消除所致。

镪产生氧化损伤主要是通过以下几种途径来实现(刘杰，1998)；(1)镉可以损伤线粒

体，协同铜、铁离子在受干扰的细胞呼吸过程中产生氧化自由基；(2)镉可以抑制细胞内

超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)等抗氧

化酶的活性从而削弱细胞抗氧化能力；(3)镉可以通过活化黄嗓呤氧化酶、血红素氧化酶

使细胞内产生过量的超氧自由基(02-)。

镉似乎不产生自由基(Ochi etaL，1987)，但经Cd处理后生物器官中的脂质过氧化迅

速提高(Muller。1986)。如Fariss(1991)的研究就说明了自由基清除剂及抗氧化剂可以用

来消除镉毒性。

Manea等(1991)往鼠的腹腔内注入25．1250lagCd／kg的氯化镉，处理24h后杀之，之后

检测了肝、肾、脑、肺、心及精巢。脂质过氧化有明显的上升说明了在肺，腋及肝中有硫巴

比妥酸反应物质(thiobarbituric acidreactive substances，TBARs)的形成。这些研究揭示了

脂质过氧化是镭污染早期的且敏感的反应。

当注入氯化锈达致癌剂量(30mllmol／kg)12h时，鼠的丰鸯巢就出现了出血性损伤。此

外，这一种群双丸状莱迪希细胞(testieularLeyaigcells)中的脂质过氧化、Fe组分及胞内

生产过氧化氢的能力都显著地提高了(Koizumi and Li，1992)。而且，当谷胱甘肽还原酶及

过氧化氢酶活性下降时，谷胱甘肽过氧化物酶活性上升。Fe水平的上升可能是来源于铁在

再分配从结合位点的置换，导致了Fe调控的艏质过氧化。这些结果支持氧化物如过氧化氢

酶在靶标细胞群中剐开始发生致癌作用时起了重要作用。

Hudeeova和Gintcr(1992)检测了天竺鼠在食用水中加Al mgcd，只，天后抗坏血酸对

脂质过氧化的影响。当镉与低量摄入抗坏血酸(2 mg／R／9∈)相结合时能提高肾，肝及血清

中脂质过氧化(脂质过氧化物酶)的水平。高量摄入抗坏血酸(100rag／R／X)能降低相同

器官中丙二醛(MDA)的形成。抗坏血酸的抗氧化作用是综合的。抗坏血酸能综台镉或氧
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化还原被镉替换的金属离子，以防止脂质过氧化。此外，抗坏血酸能提高或是减少其他的抗

氧化剂如维生素E或尿酸。Hussain等(1987)检测了鼠肝及肾中镉对超氧化物歧化酶(SOD)

苁脂质过氧化离体与体内的影响。醋酸镉在体内时能抑制soD的活性，并提高肝及肾中脂质

过氧化及脂质过氧酶的水平。离体的镉也能抑制这两个器官中SOD的活性。

而且，在这两个器官的新鲜的匀浆物中加入镉后，脂质过氧化能显著地上升。这结果说

j_无论是体内还是体外，镉有诱导脂质过氧化豹能力。然而，艏质过氧化的上升是否是镉的

直接影响效应，通过镉诱导是否能置换氧化还原金属离子或使谷胱甘肽下降，还有待进一步

的研究。

在尿中脂质过氧化的产物检测为评估在各种异生素下产生的脂类代谢及氧化胁迫，提供

了一种方便，非入侵的手段。鼠尿中四种主要的脂类代谢物可以用高效液相色谱鉴定出，包

括了乙醛、甲醛、MDA和丙酮(Sham etal．，1992)。近来的研究(Bagchi etal．，1996)表

S观Sluague,-Dawley鼠在一荆口服剂量的CdCl2(44mg／kg)后，尿液分泌物中的匹种脂类代谢

物明显地升高了。最初并不上升，直到取食TCdCb后24 h，在48-60 h时出现最高峰。60

h时，尿液中的乙醛、甲醛、MDA和丙酮比对照高了2．6、2．6、3．4、2．8倍。这结果说明了

CdCl2能显著提高脂类代谢及氧纯胁迫。

通过控制V79中国大颊鼠的纤维原细胞培养基中的cd浓度，一些细胞发展出对ed的抗

性及对氧化胁迫的交叉抗性(Chubatau e／a／．，1992)，Cd诱导下的细胞产生的抗氧化胁迫

的交叉抗性与谷胱甘肽的量成正相关，可以扮演抗氧化剂与金属螯合荆两种功能。金属硫蛋

白的含量看上去对经Cd诱导过的细胞中的抗氧化胁迫没有主要的影响。

Chin和Templcton(1993)说明了离体培养的鼠肾小球膜细胞，胞内谷胱甘肽的浓度与

cd诱导的剂量及时间成正相关。结果说明了在cd诱导的细胞中谷胱甘肚的上升可以作为

蛋白保护的机制，特别是在Cd污染环境时谷胱甘肽含量会上升。然而，在高的Cd浓度下，

发生了谷胱甘肽损耗，可能是由于活性氧的产生速度超过了减少的谷胱甘肽重生的能力。

Li等(1993)也检测TCd对胞内谷胱甘肽水平的影响，此外，这些作者研究了培养的

3T3细胞，cd对胞内骨骼蛋白巯基的影响，及胞内骨絮元紊的组织影响，微管及徽丝。在

这些细胞进行镐处理时，导致了胞内谷胱甘肽水平及胞内骨骼蛋白巯基的上升与Cd的量相

关。在cd处理后。可观察到两阶段的反应，初期两种巯基参数的上升，但是，胞内的谷胱

甘肽恢复后胞内骨骼蛋白巯基的量也恢复，说明了胞内的谷胱甘肽在调控胞内骨骼蛋白巯基

时扮演了重要角色。

许多化学及物理胁迫能提高特定蛋白的合成(特别是胁迫或是热激蛋白)。人们认为这
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些蛋白能抵抗胁迫或推迟合成的时期，因此它们可能作为环境污染及胞内受损的生物指示

剂。Goering等(1993)检测了在鼠中胁迫蛋白的合成是应对Cd的反应。在用2mgCd／kg

饲喂鼠2h后，能提高肝内70、90和110kDa蛋白的从头合成，量最高时出现在2～4h。基

于两种生化测试及组织病理学的试验，说明这些蛋白的合成比肝内受损来得要早。此外，胁

迫蛋白的合成看上去只发生在靶标器官如肝，在肾中缺乏证据或是胁迫蛋白的合成。

海拉细胞HeLa和HL60细胞经CdCl2或亚砷酸钠处理时，导致了胁迫蛋白合成量的显

著上升(Taketani etal．，1989)。更多的研究说明在人类细胞中这些蛋白是血红素加氧酶，

揭示了氧化胁迫是用于抵抗Cd毒性的。Bauman等(1993)用cd孵育肝细胞可诱导出70

kDa的胁迫蛋白。在这些研究中Cd也是MT的积累诱导者。Cd比Ni、Hg、Zn更容易诱导

出70和90 kDa的蛋白。Yamada和Koizmni(1993)的研究表明人类的外淋巴细胞能合成

70kDa的蛋白，与MT截然不同。Cd及zn都能诱导出这些蛋白，而Ql、Hg、Ni、Ag也

是MT的诱导者，但不能诱导,m70kDa的胁迫蛋白。钴(Co)诱导出这一胁迫蛋白而非MT。

这些差异的原因还未明确。胁迫蛋白的诱导可能与胞内抵抗机制相关。但是，诱导胁迫蛋白

与自由基的产生的关系是很复杂的，因为已知的自由基产生者(Cu、Hg、Ni)并不诱导胁

迫蛋白，然而，Zn并不产生自由基，也不促进胁追蛋白的形成。Wahba等(1993)提出Se

能防止通过某种未明机制抵抗Cd的致癌机制，众多的研究总结TSe的保护效应。这些作

者说明了sc能防止急性的cd中毒，通过显著地提高cd的保持力而不是诱导MT的产生。

2．1．3．4引起线粒体结构和功嘲昀改变

研究表明肿瘤坏死因子(1NF)、重金属离子镉等均可作用于线粒体，引起它的结构和

功能的改变，从而引发细胞凋亡的发生。

镉主要通过以下几种方式引起线粒体结构和功能性改变：(1)镉和巯基之间具有很强

的亲合能力，而线粒体上含有丰富的MT和谷胱甘肽等含巯基蛋白(肽)。这一结构特点也

就决定了它往往是重金属离子镉攻击的亚细胞靶部位。镐可1三l结合于线粒体膜的．sH上，

使得邻近的两个还原性的．SH形成共价二硫键，而线粒体膜蛋白二硫键的形成被认为是镉

诱导膜通透性增加的主要机制。同样镉在MT存在下也可以直接诱导活性氧自由基(ROS)

的产生，ROS又进一步发挥信使分子的功能引发线粒体与细胞凋亡相关事件发生。(2)由

于镉与钙的相似性，所以镉可以通过钙运输方式进入线粒体基质并与线粒体基质中的蛋白

巯基结合，这一结合为镉进入所必需，并且伴随它们的结合是质子(H+)的流入以及氧化

磷酸化的解耦联。(3)镉还可以引起呼吸链上的某些重要蛋白如细胞色素等的氧化还原态
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发生改变，并且线粒体上的一些关键酶也可被其抑制或激活。有研究表明，镉引起的线粒

体氧化磷酸化的解耦联就是通过镉激活Pi／H+同向协同运输器(synpoker)促进H’的流入

引起的。(4)除此之外，也有研究认为镉引起的线粒体损伤主要是由其引起的基质酸化所

致。

2．1．3．5导致淋巴细胞活化过程受到干扰

一般而言，淋巴细胞活化过程中，抗原或有丝分裂原与淋巴细胞膜上受体结合，激活

膜上G蛋白，进而活化磷脂酶C(PLC)，后者水解磷酯酰肌醇二磷酸，分解生成肌醇三磷

酸(IP3)和甘油二酯(DAG)。1如导致细胞内[ca2tj增加及话化蛋白激酶C(PKC)，进而

导致淋巴因子，如白介索-2(rL-2)产生和其受体表达，淋巴细胞活化。镉可能引起淋巴细

胞内(ca2)i增加异常，同时影响钙调素(CAM)的含量和活性．而导致淋巴细胞活化过程

受到干扰(张铣等，1999)。

2．1．3．6其它

镉可以诱导许多早期应激反应基因的异常表达，如肿瘤抑制基因p53。镉还可以影响

细胞凋亡、死亡和增殖的有关基因和蛋白质的表达，镉引起的细胞凋亡、死亡和增殖之间

的平衡是研究镉的毒性，尤其是慢性毒性和致癌性的一个重要方面。另外。镉也可以诱导

除MT外其它一些应激反应蛋白如热休克蛋白(HSPs)的基因的表达。HSPs的诱导同样

也是机体的一种保护性反应。可防止或减轻镉引起的上述基因的异常表达，增加机体对镉

毒性的耐受性。从剂量—效应、时间一效应关系上分析镉与备种基因表达的关系。有助于

深入了解镉的毒性作用机制。

由上可见，镉的这几种作用方式实质上是互相促进互相作用，共同引起镉的毒性。

2．2铅(Pb)

铅是有害重金属，在人体内无任何生理作用，理想血铅浓度应为零。但随着工业、农业、

交通、油漆及印刷工业的迅速发展，空气、水及食物中的生物链都不同程度地受到了铅的污

染，长期的接触铅使人们对这种非必需元素的接触和吸收在逐渐增加，导致人体组织中的铅

沉积(袁宝珊和是宜群，1998)，累及神经、肾脏、造血、消化、内分泌等系统，赢接危害

人类的健康(李静等，2003)。由于铅应用的越来越广泛，人们对铅有关问题的研究也更加

深入，本文针对镪污染的途径及其铅毒性做一综述。
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2．2．1铅污染的途径

2．2．1．1环境铅污染

2．2．1．1．1大气中铅的来源

包括自然来源和非自然来源，自然环境中的铅通过地壳侵蚀、火山爆发、海啸发生和森

林山火等自然现象而释放入大气环境中(熊亚，2003)；非自然来源的铅主要是指来自工业

和交通等方面的铅排放，工厂排出的“三废”为环境大气铅污染的主要来源，包括有色金属

开采、冶炼、钢铁生产、铅的应用工业、燃煤、燃油、燃木材、垃圾焚烧、磷肥生产等。机

动车使用含铅汽油致使其尾气中的铅直接污染环境，是城市铅污染的主要来源(任旭红和任

旭华，1999)．同时也是造成儿童铅中毒的主要原因(沈晓明，1998)。

2⋯2 1 1．2居室装修造成局部环境铅污染

这主要是由于含铅油漆的应用越来越广，造成大量铅尘散布于周围环境中。使用油漆装

饰墙面的家庭，儿童血铅水平显著高于没有进行墙面装修的家庭；家庭地面为不上漆的木质

地板其儿童血铅水平最低；塑料地板家庭儿童血铅水平最高，后者铅中毒患病率为前者的3

倍，地面为木板油漆的家庭儿童铅中毒患病率为34．8％，三者比较差异有统计学意义(秦税，

1998)。这说明居室装修可造成儿童铅负荷的增加。

2．2．1．2饮食中的铅

大气中的铅直接沉积到谷物和蔬菜中，过高的土壤铝污染谷物和蔬菜。室内铅尘污染厨

房中的食物；以含铅油彩的器皿储存食物造成的污染。铝质焊锡制作的食品罐头、易拉罐对

食物饮料的污染等，其中铝污染罐装食品的缝害最大。WHo报道美国和澳大利亚等国8咩

代末期儿童摄铅量明显降低，其原因之一是那时这些国家正好采用无焊容器盛装儿童食品。

2．2．13手一口途径

国外报告指出，咬手指和吸吮手指是儿童铅中毒的主要途径(Semerji{m，1993)。儿童

多有啃咬、吸吮手指或非食物性物品的行为习惯，这类儿童铅水平可比无异食癖儿童高25

％。学习用品和玩具中铅含量多是超标的，因而儿童很容易通过手口途径将铅摄人体内。

2．2．1．4职业接触铂途径

接触铅晟主要的作业场所为冶炼厂、蓄电池厂、印刷厂等。据文献报道。低浓度铅作业

的女工的FEN(血游离原叶琳)、血铅、尿铅与对照组比较差异均有统计学意义(3E贤，2000)。

2．2．2铅的毒性

铅是广泛存在的毒物，最终可经呼吸道、消化道迸人体内，可造成全身几乎所有组织脏

17



器的损害。

2．2．2．1锚对神经系统的毒性作用

由于铅的神经发育毒性较为突出，所以目前主要集中在铅和神经发育关系方面的研究

(Chert and Golemboski，1999)。儿童长期接触低浓度铅，可引起行为功能改变。常见的有

模拟学习困难、空间综合能力下降、运动失调、多动、易冲动、注意力不集中、侵袭性增强

和智商下降等f高代全和张书岭，2001)。

2．2．2．2铅对血液系统的影响

表现为小红细胞、血红蛋白过少性贫血及轻度溶血性贫血。这是因为铅通过对血红素合

成中几种酶的抑制作用及红细胞膜的损伤所引起的。儿童贫血比成人更敏感，可出现面色苍

白、心悸、气短、乏力等重症表现(熊亚，2003)。

2．2．2．3铅对肾功能的影响

Verbenk等人在1996年首次表明了环境铅污染能够引起儿童肾小管病变，且血铅水平越

高，损害越严重。

2．2．2．4心血管系统的影响

长期以来，人们认为心脏不是铅的靶器官，但有报道{Koppetal．，1988)显示，铅对心

血管系统的影响是可以肯定的。铅可干扰心肌兴奋性，传导性和收缩性(Chengetal．。1998)，

诱导ROS(Ding et a1．，1998)产生，ROS使一系列H202、02‘、OH。组成反应氧族链，可使

NO减少，血管平滑肌收缩，血压升高。

2．2．2．5其他影响

母亲血铅对出生后小孩30个月内的婴儿精神发育指数(MDI)和婴儿运动发育指数

(PDI)有负相关趋势，特别是24个月时的小孩存在显著的负相关(李光等，2000)，说明铅

可对儿童的发育产生不良影响。

2．2-3 Pb毒性机理

目前普遍认为，铅中毒主要是由于卟啉代谢障碍所致，铅可与体内一系列酶和蛋白质

的功能团配合，使相应的代谢过程受到影响，从而干扰机体许多方面的生化和生理活动。

近年的研究表明，铅可诱发组织脂肪酸的改交及增加脂质过氧化(安琪等，1998)。

2．2．3．1 Pb的氧化机制

Pb在环境中重要的环境毒物，导致血液毒性，胃肠毒性及神经紊乱。长期接触Pb能

造成生殖损伤。高血压及肾病。而且，Pb能减慢神经传导，改变ca的动态平衡，抑制酶
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活性，刺激结合蛋白的生物合成。Pb的主要污染源是：垃圾，水，油漆，化妆品，中药材，

食物添加剂(Lockitch，1993)。虽然Pb不是一过渡金属元素，Pb毒性的主要影响是对高氧

化反应产生催化。Donaldson和Knowles(1993)基于现有的证据，评论在铅下氧化组织的

损伤，及改变脂肪酸的组成，氧化机制看上去与铅的毒性相关。Pb到达肝时，在肝微粒体

膜上过氧化氢及花生四烯酸含量与Pb的量成剂量及时间相关(Lawton and Donaldson．

1991)。Ramstoeck等(1980)说明Pb对鼠艟造成乙烷的产生，脂质过氧化，而用维生素E

能防止腊质过氧化。

Pb复合物对于鼠也能造成脑中脂质过氧化的上升(Gerbe*"elaL，1978；Rehman，1984)。

以一定剂量三乙烯铅(1．75mg／kg体重每天)喂食5天能造成鼠脑前皮层脂质过氧化。最早

出现在晟后一次注射的第一天，最后一次注射后2l天上升仍很明显。但是，通过过渡金属元

素测定，海马趾膜及脑膜中的过氧化量没有增长(AllandBondy。1989)。Pb导致了组织中

谷胱甘肽水平的上升，包括肝、肾及红血球。组织中谷胱甘肽的上升看上去是对改善Pb中

毒的一种补偿(Sarafian andVerity，1991)。Pb的毒性包括出现活性氧及氧化胁迫，与其他

重金属看上去是相一致的，

2．2．3．2铅对神经系统的毒性机理

在铅的神经毒性、血液毒性、肾毒性中，神经毒性更为重要。中枢神经系统是铅作用

的主要靶器官，特别是低浓度铅对人体的毒性研究表明，铅对神经系统具有明显的影响。

铅对神经系统的损害，包括影响血脑屏障、海马回、大脑皮质和小脑。据研究发现，血脑

屏障非常容易受到铅毒性的损害，大脑内微静脉内皮细胞与铅的亲和力非常高，且它们储

存铅的能力较大脑的其他部分也高，铅由于与大脑内微静脉内皮细胞结合而影响神经系统

的传导。星形胶质细胞也是血脑屏障的主要结构成分之一，该细胞的主要作用是为维持血

脑屏障的完整性而提供必要的信号，铝可能是首先引起星形胶质细胞的原发性损害．然后

再引起大脑内微静脉内皮细胞的继发性损害，从而破坏了血脑屏障。铅对于海马回也有显

著的影响。实验证明，给予哺乳期大鼠低水平铅处理，就会发现其海马回出现苔藓样纤维

细胞、颗粒细胞层以及齿状回分子层联合区的细胞显著增大等。大脑皮质是控制动物和人

的行为以及认知功能的部位，有资料表明，铅损害大脑皮质的部位可能在大脑皮质额前区，

从而引起持续言语(或动作)症，注意力分散等临床症状和不能控制的不恰当的行为反应

等。小脑则是负责姿势平衡的部位。若小脑受到损害时，所导致的I临床表现为失衡症。

对于铅神经毒性的细胞、细胞内以及分子水平机制的研究，目前认为低水平铅的神经
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毒性的各种发病机制都可通过一个最终的共同的通道而发挥作用。铅通过不同的细胞内水

平的机制，包括电压启闭通道，第一、二、三信使系统，发挥着广泛的多样的生物学效应。

有资料表明．发育过程中的成年大鼠在接受了中等水平铅的长期处理后．其胆碱能使视觉

系统发生变化，乙酰胆碱酯酶(ACE)的活力有所下降。还有资料表明，多巴胺能系统、

谷氨酸盐能系统以及N一甲基-D一天冬氮酸受体复合物在学习能力以及记忆过程中起着一定

的作用。这些系统受到铅的影响。因此，可以说明铅可能是通过第三信使系统而发挥影响

儿童的学习能力以及记忆过程的。铅还可以取代钙而在第二信使代谢过程中起作用。“钙”

起着多种细胞功能调节者的作用。而铅的许多神经毒性作用都可能与它对钙的作用的干扰

而引起。铅对许多种经毒性作用还可以通过第三信使系统而发挥着生物学效应。研究资料

表明，铅作用于两种早期反应基因los和伽，引起mRNA水平的提高。铅还可以影响各

种特异地依赖于各种金属离子的蛋白因子包括锌一脂蛋白和金属疏蛋白(MT)等，从而引

起各种神经临床症状。

2．23．3铅对血液的毒性机理

铅对血液的毒性可能是通过影响血红素的生化合成引起的。铅主要抑制血红素合成的两

个主要的酶6．氨鲞v．酮戊酸脱水酶(6一ALAD)和铁结合蛋白的活性。另外，铅还可

能增强6．氨基一Y一酮戊酸(6一ALA)合成酶的括性，从而导致6一AIA的蓄积。在铁插

入卟啉环之前，线粒体提供能量将三价铁转化为二价铁，而铅可干扰此供能过程。当缺铁时

铁结合蛋白对铅毒性更为敏感。从而抑制造血功能，使铅对血液的毒性将会增加。综上所述，

铅和缺铁影响造血系统的不同阶段，但缺铁性铅中毒引起的血液毒性(如贫血)比单纯性的

铅中毒的毒性会增加。

2．2．3．4铅对肾的毒性机理

肝脏和肾脏都是铅的主要蓄积部位。也是铅毒作用的主要蓄积器官。铅对肝肾组织具

损伤作用(陈敏，2000)。脂质过氧化作用在铅肝肾中毒的过程中起着重要作用。另外铅也

引起肝肾钙浓度升高，同时铝可使肝肾细胞损伤，使细胞外钙离子内流。

2．2．3．5铅解毒及其防治

根据铅中毒指南，血铅水平可分为5级，通常是不同的血铅水平采用不同的处理方式。

对于中度和重度中毒的血铅水平(200～700 pg／L)，还需要治疗药物进行驱铅。

CaNa2EDTA是较强的络合剂，是医学上常用的驱铅药物。它可以单独对中度中毒直接



进行治疗，常采用的方法为肌肉注射法，有时为减少注射引起的疼痛，可以与普鲁卡医台

用。对重度铅中毒的治疗，CaNa2EDTA常与二巯基丙醇(BAL)联合应用，并已取得较好

的效果。驱铝治疗若采用CaNa2EDTA与BAL联合应用时，首先将BAL在深部肌肉注射，

然后持有较多尿量对，再用CaNa2EDTA的生理盐水溶液或右旋糖酐溶液(0．5％)进行滴

注，疗程为5天。CaNa2EDTA的缺点是不能采用口服方法，口服不但不能驱铅．反而会增

加铅的吸收。更令人遗憾的是，CaNa2EDTA可能会影响肝、肾的功能，因此，在治疗过程

中应对肝、肾的功能进行监测．同时还应注意微量元素的丢失或电解质的平衡，否则会引

起微量元素的缺乏或电解质的不平衡。

尽管CaNa2EDTA可以驱铅．但它不能口服。于是有人推荐使用以下2种方法：一是

口服整合剂二巯基丁二酸(DMSA)，另一种方法则是增加膳食钙的摄八。DMSA是第一

个正式被美田园家食品和药品管理局(FDA)批准治疗镏中毒的口服药物。它与传统的驱

铅药物CaNa2EDTA和BAL相比，具有一定的优越性。首先，DMSA给药比较方便，无需

静脉或肌肉注射，易为铅中毒患者所接受。第二，DMSA能选择性排铅，与铅结合成水活

性络合物从肾脏排出。第三．DMSA可以逆转铅诱导的免疫毒性：最后，使用DMSA排

铅的患者不需住院治疗，能降低患者的费用：尽管DMSA可以驱铅，但在完成5日疗程给

药以后，与CaNa2EDTA驱铅的结果类似，血铅同样会出现反弹现象，因此，临床医生常

采用在常规给药5日以后．再维持给药2周，以助于减少血铅的反弹现象。

研究资料表明，膳食中摄入钙可有效的降低铅的肠道吸收。但要达劐膳食钙对铅吸收

和毒性的预防作用，钙的摄入量需要达到甚至超过1500 mg／L。我国在用膳食钙拮抗铅的

吸收方面也有研究，在这次研究中，其结果显示，钙治疗组血铅下降幅度(75¨g／L)远大

于安慰剂组(35 pg／L)。在治疗过程中两组患儿均未出现肝肾功能异常、高尿钙症及其他

不良反应。因此，可以初步说明增加膳食钙摄入可减少铅的吸收，是减低内源性和外源性

铅毒性的一神补充措施。

应用金属硫蛋白(~rr)来驱铅和预防铅毒性可能是未来的最好方法(陈敏，2000)。

MT与重金属Pb之间的相互作用。很早就引起科学家们的注意，特别是应用MT解Pb毒。

已引起了人们的极大兴趣。因为MT本身是机体金属中毒应激体系昀天然组分，对人体无

毒。它不仅不会引起锌的流失，相反Zn—MT还可作为一种高效的生物补锌剂。在MT的研

究中，早期有人报道Pb2+能诱导中国仓鼠卵母细胞(CHO)细胞系MT mRNA水平的提

高。在现场实验中还发现，在接触Pb的工人血液中Pb浓度与MT水平呈正相关性，而且

浓度pb2+rp毒患者红细胞中超过70％的Pb与一种性质与MT极为相似的蛋白结合，但Pb

2l



诱导体内合成MT的能力并不强，大鼠皮下注射乙酸铅6 h后含Pb MT就逐渐减少直至检

测不到。这些都说明MT在体内Pb的运转、代谢和解毒方面可能具有重要的作用。最近

的体外实验证明，apo．MT与Zn．MT结合Pb的能力是相当的，同时，由于Pb-MT的亲合

力(I(0为8．71x10-7mol／L)比较高，而且m~fr结构的不稳定性，使得Pb．MT的体内半

定期相对较短，如果能使Pb．MT迅速排出体外，相信MT可能是一个比较有前途的预防和

治疗铅中毒药物。总之MT可以作为体内转运和促进排Pb的有效“载体”，如果结合其他

驱Pb药物，NIT在Pb中毒的防治方面会有一定的应用前景。最近几年，有人还对MT在

大鼠体内排铅作用进行了研究(吴怡和杨华平，1998)。实验结果表明．MT可加速铅在体

内的排泄，可降低组织及骨内铅浓度，抵抗铅中毒引起的巯基值下降，可对铅中毒起防治

作用、是值得推广使用的新一代解毒剂。然而，在应用MT解Pb毒方面，还有许多问题

需要解决。首先，Pb-MT在体内的代谢动力学是需要解决的主要问题，这包括MT的吸收

部位、MT的吸收率．Pb-MT在体内的半衰期、捧泄率和排泄途径等。其次，Pb-MT对

MT各亚型在解Pb毒功能方面的研究结果还不一致。有人报道，apo．-MT-I和apl-MT-II与

Pb的结合方式各不相同、但也有人得出相反的结论，认为两种亚型与Pb的结合能力并无

显著差异。另外。MT-铅的剂量关系也是人们需要探讨的问题之一。特别令人感到遗憾的

是，还有人通过实验证明，MT在体内不具有捧Pb功能等，这些都迫使人们需要进一步研

究MT与Pb之间的相互作用。

2．3汞(Hg)

Hg根据Mercury行星命名的。它早就被古代的中国人和印度人所熟悉，而且人们在公

元前1500年的埃及坟墓中已发现它。15世纪晚期它曾经被用来治疗当时欧洲流行的梅毒，

但是19世纪广泛的论述开始否认其医疗作用，而强调其毒性。

从20世纪20年代到60年代，一个日本的化工厂用汞作催化剂进行乙醛和氯乙烯的生

产。氯化甲基汞随着工厂的污水被排放到九州南部的MinamataBay。它在Shiranui海浓缩，

在那儿它被浮游生物和其他微生物吸收，然后随着水生食物链积累(Harada．1995)。鱼积

累甲基汞没有显示重要毒性。但是人和动物却是不幸的，因为他们面临一个新的中枢系统

疾病一水俣病。在1956年5月，4个工厂的工人出现脑损伤，并被推定是一个传染性病因。

当更多的人产生相似的症状虬后，各种不正确的诊断被提供。在1956年8月，水俣病的致

病因子被初步确认为是工厂排放物中的重金属。在1959年10月。甲基汞被证明是致病因

子，在60年代早期，这个工厂被强迫修改处理办法。不幸的是这个工厂和其他化学工厂继



续倾倒未处理的无机汞。

在40年里近150吨的甲基汞被排放到Minamata Bay。这个污染的有害性最初没有被

认识到，也许是因为甲基汞通过血脑屏障和胎盘屏障的能力没有被完全弄清。在20世纪

60年代和70年代期间，研究发现，如果母亲取食被污染鱼之后，其子女会发生慢性脑损

伤、智力迟钝、发育混乱、肝疾病、高血压和代谢匮乏等。在子宫内汞的出现将使婴儿有

舞蹈病、共济不调、震颤和抓挠等症状。

水俣病的第二次流行发生在日本的新滹。在那儿来自Agano河的鱼具有高水平的汞，

原因是工业的汞化合物排放到河里。汞污染鱼的事件也在加拿大发生；汞污染谷物的事件

在伊拉克、巴基斯坦、加纳和危地马拉等国家被发现。在1959年、1960年和1972年大约

6000个伊拉克人在吃了由甲基汞处理的谷物制成的面包之后得病住院(Bakiretal．．1973)。

在子宫内接触汞的15个伊拉克婴儿发育也不正常，类似于水俣病的情况。在1969年的美

国新墨西哥州，一个家庭(有一个怀孕的妇女)在吃了由汞杀菌荆处理的谷物饲养的猪之

后，汞的毒性被报道。最近关于墨西哥生产的奶酪(Cr日ma de Betleza--rearming)被食用

后引起的汞中毒已经报道许多．这种奶酪含有6％～8％氯化汞。当前汞的工业用途是电池、

蓄电池和灯泡中氯化钾的生产。汞也被用作油漆或涂料中的防污剂、纸生产的杀黏菌剂、

器械工具的工作流体、农业杀菌剂、塑料生产的一种催化剂。在汞合金牙齿的生产中，汞

被用作杀菌剂。

2．3．1毒性病理生理学

汞以三种化学形式发生：(1)不起化学反应的元素汞，以蒸汽或液体存在；(2)无机

汞盐或矿物；(3)有机汞帮。无机汞剂包括氯化汞、碘化汞、氧化汞和硫化汞等。有机汞

剂包括甲基汞、乙基汞、汞溴红、硫柳汞和苯基汞盐。各种形式的汞在环境中可以互相转

化，与各类型的汞接触能对身体各组织产生毒性。汞的毒性由汞剂的摄取、吸入、注射或

皮肤吸收产生。

汞剂被吸引到巯基群上，并结合到膜蛋白和酶上。短链烃基汞剂(如甲基汞和乙基汞)

庳0入血红细胞并结合到血红素上。甲基汞作为有机汞在红血球中浓缩，无机汞却不这样。

当汞在神经细胞的溶酶体、致密体中被吸收后，元素汞和甲基汞报快穿过血脑屏障。蒸汽

汞的污染比无机汞的污染引起更高的脑中汞浓度。

Hg导致了在肾脏管道中谷胱甘肽的耗尽，也造成SOD、CAT、谷胱甘肽过氧化物酶

活性的降低，这些酶能保护细胞免受超氧化物阴离子及过氧化氢的高氧化作用。但是肾毒



性可能来源于汞所产生的膜结构完整性的改变，从而使抗氧化物的形成及抗氧化剂抵抗机

制发生混乱。

}k的毒性及它应对消耗自由基的能力未有过相关研究(Goyef，1991)。Hg的无机、有机

形式均能产生毒性，包括了神经毒性，肾毒性及肠胃中毒如溃疡和出血。晟早的污染来自于环

境污染中的开矿，熔炼及工业废弃物，包括吸入及食物链(Goyer,1991)。自由巯基数的下降

导致了氧化胁迫的形成，器官的损伤。氯化汞引起鼠急性肾衰竭(C-straunthaleretal．，1983)。

鼠肾脏中的脂质过氧化发生子鼠处理后12h(Fukino甜a1．，1984)。维生素C和E在12

h后也可在肾中检铡到。当鼠预先用zn处理后。肾中的脂质过氧化下降．且伴随着谷胱甘

肽囊的上升。当鼠预先用硫醇鳃毒剂二巯基丙磺酸钠(DMPS)和D．青霉胺(PA)预先处

理后，再用Hg处理，在抵抗汞诱导的脂质过氧化时，肝与肾中巯基都可起保护作用，而肾

中只有PA起了作用(Beaov鲥at。1990)。在离体的试验中，相同的研究表明这两种解毒

剂都能作为氧自由基的清除剂及脂质过氧化的抑制剂。但是，PA更为有效。但是这些螯合

剂的抗氧化活性对于金属的解毒是有益的。

鲶鱼经氯化汞(Hgel2．0．20m鲈)处理30d将导致肝，脑，肌肉中脂质过氧化的显著

上升(Bano andHasan，1989)。当对鼠肾进行离体孵育时，在辅酶Q．细胞色素b区(可被

抗霉素A抑制)，NADH脱氨酶区(可被鱼藤酮抑制)过氧化氢酶将会明显地上升。伴随

的，在N川)PH脱氢酶酶区与离子浓度相关的脂质过氧化有3．5倍的上升，而在辅酶Q．细胞

色素b区仅有少量的上升(Lurid甜at，1991)。此外，线粒体中谷胱甘肽还原酶的浓度随着

Hg的浓度及孵育的时间而下降。然而．在低浓度(12-30nmol／mg蛋白)时，线粒体中的

Hg耗尽，在影响了电子呼吸链的条件下，过氧化氢的形成上升。过氧化氢的上升导致了氧

化组织的损伤，包括了脂质过氧化，及汞诱导的肾毒性。

Lurid等(1993)也说明THg(II)(1．50r2．25mgHgCl2，I【g)能导致过氧化氢形成量的

上升，谷胱甘肽的耗尽，及肾中脂质过氧化的上升。而且，Hg(II)能诱导线粒体中ca的动态

平衡的改变。这些结果揭z示THg(II)能影响过氧化氢的形成，主要是在线粒体呼吸链中的

辅酶Q．细胞色素区，与先前的结果相似(Lurid el aL，1991)。这些影响的结合导致了氧化

胁迫，产生了肾毒性。

Tan等(1993)也显示THg可改变ca的动态平衡。Ca能激活水解酶，包括蛋白酶，

核酸内切酶和磷脂酶(Nicotcra etal．，1990；Reed，1990；Father,1990)。用鼠的T淋巴细胞，

调查者说明了甲基汞能引起胞内Ca的上升，通过Ca从胞外流入及胞内Ca的积极贮存。然

而，ngCl2要提高胞内Ca的含量只能通过ca从胞内介质中流入胞内。从而，有机与无机汞
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能改变Ca的动态平衡，但其机制是不同的。与汞相关的氧化膜伤害及活性氧是否与ca的

流入及贮存有关仍有待研究。老鼠经Hg、cr或Ag处理能造成肝及肾中丙二醛(MDA)产

量的提高(Rungby and Ernst，1992)，在肾q3MDA的水平在60min内保持持续上升，之后

恢复正常。在肝中48 h后MDA开始上升。此外，脂质过氧化及毒性的相互作用可从无机

汞和四氯化碳中检测出来。保护性巯基的耗空及过氧化氢产量的上升与四氯化碳的代谢活性

相结合，能起到协同增强效应。在cr或Ag中预先处理后，并不能迅速耗尽巯基且及增强

线粒体中过氧化氢的产量，也不能提高四氯化碳(通过测定MDA的含量来计算)的毒性。

这些差异的原因还未知。

与其他金属诱导的氧化胁迫相似，在食物中添加高量的维生素E能保护因氯化甲基汞

诱导的肝脏脂质过氧化，提高依赖硒的谷胱甘肽过氧化物酶活性(Andersen and Andersen。

1993)。但是，食入过量的胡萝b素并不能提供保护，且对谷胱甘肚过氧化物酶的活性也

没有影响。维生素E与胡萝h素的差异可能与氯化甲基汞分布及特殊作用位点的效应有

关。DNA损伤与体内醋酸汞的水平有关(Williams et口f．，1987)。这些研究者观察到在人

口腔上皮癌细胞(KB)在培养时，dUTPase和DNA聚合酶的活性受到抑制，DNA尿睦

啶的糖基化酶活性与DNA单链打断的诱导及细胞生存能力相关。

LeBel等(1992)检测到甲基汞能通过Fe调控氧化损伤以达到神经毒性。鼠脑中氧化物

的形成可由氧化的荧光探针的倍率来测定。腹腔内注射入甲基汞后(5 mg／kg IP)，活性氧

形成量的上升，丽预先注入去铁敏(Desferrioxamine，DFX；解毒药)000mg／kg)可以阻止

这种效应，DFX可以看作是一种螯合剂或是自由基清除剂(Shawand Jayatilleke，1987)。

这些发现揭示了Fc在甲基汞造成神经毒性是时能催化氧自由基产生，支持了在氧化损伤时

能异源地使用DFX。当鼠的颗粒细胞用甲基汞孵育时，细胞的损伤与时间及剂量相关

(Sarafian and Verity,1991)。当在甲基汞诱导的细胞中加入螯台剂如乙二醇四乙酸

(EGTA)、DFX和氰化钾(KCN)时，可起到蛋白保护的作用，而加入维生素E与EDTA时

则无效果。作者解释说这一结果揭示了氧化过程对于分离出的脑粒状神经元甲基汞的胞内毒

性有作用。但是。缺乏蛋白保护(维生素E和EDTA)就出现了这一问题。如果包括了氧化

过程，由Fe和其他阳离子产生的氧化自由基能对胞内毒性和甲基汞产生作用。甲基汞能导

致阳离子从结合位点上的置换，造成TFe或其他阳离子形成的接触反应的积极分子。

Suda等(1991)检测到通过体外的氧自由基产生系统，甲基汞与乙烷汞变为无机汞。

抗坏血酸铜、黄嘌呤次黄嘌呤氧化酶、EDTA-Fe，可产生羟氢氧自由基。所有的甲基汞和

乙烷汞都被这三个系统降解。降解看上去与超氧化物阴离子及过氧化氢过氧化物的产量无
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关，揭示了羟氢氧基分子是氧自由基对有机汞两种系统中的根本反应。

2．3．2症状学

重金属毒性可以以多种方式出现，但主要由重金属的污染形式和化学形态决定。由于

在细胞内有机汞和无机汞之间的转化，往往形成复杂的毒性症状。

汞蒸汽的吸入非常危险。它几乎完全被吸收，且75％被保壁。汞蒸汽被吸入后的主耍

目标器官是脑、肾、胃肠道和肺。如果人接触几小时，可能会引起咳嗽、呼吸困难、胸闷、

寒战、发烧、虚弱和胃肠不适。ARDS可能被发现，接着可能会引起周边神经病和肾亏。

元素汞被肠吸收很少，几乎完全从粪便中消除。总之，元素汞的摄取相对无害。但是

当肠胃蠕动降低或漏管时元素汞被吸附在肠内，这将延长肠黏膜对元素汞的接触，并增加

生物转化和汞的吸收。相反，无机汞盐对胃肠道具有强的腐蚀性，通常被贮存在卷绕的肾

小管内(Giunta et a1．，1983)。容纳汞盐的圆盘屏障(disk battery)偶然的摄取能引起黏膜

腐蚀和汞的毒性(Mant etal．，1987)。

肢端痛是超敏性的一种特殊形式。当小孩接触在尿布粉中的氯化汞下时，它可以发生；

当小孩摄取有机汞盐或吸入含有元素汞和烃基汞复合物的工业或农业蒸汽。慢性接触油漆

中的汞杀菌剂蒸汽中或重复的Y一血球素(汞为基础的细菌抑制剂)中能导致肢端病。肢端

病的综合症状包括手掌和脚底发红、手和脚浮肿、脱落的皮疹、脱发、发汗、心动过速、

高血压、畏光、易怒、厌食、失眠、较差的肌肉颜色、便秘或痢疾。

有机汞污染的毒性可以被延迟几周至几个月，并且以消化系统和中枢神经系统的症状

最为显著。乙基汞和甲基汞毒性特别大，因为它们完全被消化道吸收，并且被慢慢分泌，

穿过胎盘屏障，最后在胎几和母奶中集中。

2．3．3系统报道

汞毒性的主要靶标器官系统是神经系统、肺部系统、消化系统、泌尿系统和造血组织。

2．3．3．1中抠神经系统

已报道的汞对中枢神经系统的毒性引起的症状包括过敏性、易怒、疲乏、失眠、头疼、

有限的视野、听力损失、下降的认知功能、混乱、无生气、震脑电图减慢、构音障碍和共

济失调等。甲基汞能引起的症状有包括含糊、多涎、喊叫、吞咽困难、盲点、神经衰弱症、

性欲丧失、抑郁、幻觉、舞蹈病、手足徐动症、肌阵挛、瘫痪、昏迷和死亡。

2．3．3．2周围神经系统

汞对周围神经系统的毒性表现在：无力、萎靡不振、周围神经痛、痉挛状态、感觉异
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常和非正常的反射。

2．3．3．3肺部

元素汞的吸入可能引起咳血、苍白病、肺炎和呼吸窘迫。尽管进行了螫合治疗，但接

下去会引起永久性肺损伤。汞蒸汽对肺部的刺激可以引起间质性肺炎、细支气管炎、肺出

血、气胸或肺浮肿。

2．3．3．4消化系统

在口中重金属的体验是口渴、恶心、呕吐、痢疾、异常的疼痛和厌食。汞和汞盐对眼、

皮肤和黏液膜有腐蚀性，从而引趋吐血、便血、下坠、口腔炎、过量分泌唾液、血痢疾、

大肠炎和肠黏膜的坏疽。接下去会引起脱水和心血管崩溃。报道修复牙齿的汞合金引起口

腔炎，汞蒸汽的吸入会引起齿龈炎。汞盐的慢性污染会引起牙齿疏松。

2．3．3．5泌尿系统

无机汞主要通过肾被排泄。蛋白尿、血尿症、糖尿、少尿症、尿毒症、肾小管损伤和

急性肾衰竭可能发生。使用汞制的药膏和汞剂可能会造成肾病综合症和肾小管酸毒症。

2．3．3．6造血组织

血小板减少症和贫血症可能发生。白血球减少症和嗜曙红细胞过多很少发生。

2．3．3．7皮肤病学

静脉内或皮下注射汞产品可能会造成栓塞和并发的脓肿。局部用汞剂会造成灰色或蓝

黑的色素沉着在皮肤上，可引起风疹、湿疹、皮肤灼伤、接触性皮炎、脓疱或瘀斑。

2．3．3．8胎儿

汞能穿过胎盘，这将对正在发育的胎儿具有很高的毒性(Davis et a／．，1994)。严重的

脑损伤、智力迟钝、痉挛、大脑性麻痹、舞蹈症、手足徐动症、共跻失调、震颤、自内障、

听觉障碍、身体变小、贫血和肾功能不良等都可能随着子宫接触汞而发生(Davis et口『．

1994)。对汞中毒并怀有胎儿的病人用x线断层摄影术进行观察，发现脑室增大、小脑发

育不良、简化的回旋模式和皮层及皮层下的损伤。很多病例显示小脑的粒状层明显发育不

全。有机汞还可能引起畸形精子症。

2．3．4诊断

目前对汞毒性的诊断研究已经开展了许多。血和尿中汞的水平可以被测定，但是，血

中的汞是快速流动转移的，所以血中的水平作为汞过多的指示剂并不总是可靠的。尽管如

此，血中的水平被建议用于急性中毒，因为血中汞水平的升高先于尿中汞水平的升高；血



中的水平还被建议用于被怀疑的有机汞中毒，因为大部分汞是被排泄的。尽管吃过海产品

2—3天之后血中汞的水平升高了，但正常血中汞的水平很少超过1．5 pg／dL。尿中汞的水平

具有不连续性、不一致性和不可诊断性。在24小时内尿中正常分泌的非螯舍汞很少超过

50 pg。尿中汞的水平超过300 pg几以上症状才会明显。样品的收集应当用不含重金属的

玻璃器皿。

射线照相被用来证明汞的出现和转移，被用来评价胃灌洗的潜在好处。如果呼吸道被

涉及，胸部的射线照片可能有帮助。能量弥散x射线荧光(Energy-Dispersive X-Ray

Fluorescence，EDXRF)被用来测定汞的毒性数量。即使一根头发丝也可以用X射线荧光

进行评价。

2．3．5治疗

治疗包括去除汞的进一步累积、净化和螯合治疗。在急性汞蒸汽中毒时，血管内输液、

升高血压的物质和电解液的置换可能被需要。胃的灌洗已经被建议用于急性有机汞盐的摄

取，特别是在腹部照片中可以看见汞时。皮肤上汞的复合物应当用肥皂和水洗掉。元素汞

引起的皮下脓肿应当进行外科排水。

螯合荆应当用来治疗症状性病人，螯合治疗的时间应当有汞的水平决定。当危急的病

人被怀疑是汞中毒时，不管被推测汞的形态如何，螯台治疗应当率先被进行。但是在颠倒

了慢性有机汞和慢性元素汞的毒性时，螯合治疗可能是无效的。二疏基丙醇(BAL)、D-

青霉胺、N-乙酰基_D，L．青霉胺、二巯基T--酸(DMSA)和二巯基丙磺酸钠(DMPS)等

整合剂已经被利用。

传统上，汞中毒常用口服青霉胺和BAL进行螯合治疗。BAL现在被显示对甲基汞的

毒性治疗不当，因为它实际上增加了脑中汞的水平，恶化了中枢神经系统的症状。N．乙酰

基．DcL．青霉胺在甲基汞毒性中能降低血液和脑中汞的水平，能增加秘尿系统和捧泄系统对

汞的排泄。DMSA被报道是有效的，它能降低组织中的水平，能提高对无机汞盐和有机汞

盐的排泄。DMSA优于N一乙酰基-D，L．青霉胺，并且DMSA几乎完全能够抑制人的血红细

胞和肝细胞对甲基汞的吸收(DingandLiang,1991)。在欧洲，DMSA被广泛应用，已经被

用于治疗汞蒸汽的暴露、静脉内的暴露、无机汞盐的摄取和腹膜暴露。相对于D．青霉胺和

N一乙酰基‘D．L．青霉胺，DMPS在清除汞中毒病人血中的汞方面是最有效的。这一点在1960

年的伊拉克汞灾难中已经被证实。有对候汞可能留在肠中，这就需要外科切除。汞引起的

胃肠疽也需要外科切除。



2．4铜(Cu)

尽管铜是一个必需微量营养元素，但是过多的吸入也会}l起中毒。如来自铜制容器带来

的饮料污染，伴随的症状有：恶心、腹泻、黄痘、血红素尿、血尿症、无尿症和少尿(Chuttani

etal．．1965)。慢性铜中毒可能会比急性中毒引起更多的关注。因为铜在肝脏的逐渐积累会

导致肝损伤、极端的病例和死亡。慢性铜中毒少有发生，反映了高效率的自我调控机制。如

肠吸收和胆汁分泌使组织铜浓度维持在一个较低的范围。但是铜中毒在一定情况下会显现出

来。这些情况要根据物种、遗传、年龄和食物而定(Bremner,1979)。例如铜吸入的增加

而胆汁铜分泌未增加的绵羊特别容易铜中毒。然而猪对铜有耐性以至3=250 mg Cu／kg的食物

都能刺激生长。新生的奶养动物比成年的更容易中毒。也许是铜吸收率高和未成熟的胆汁分

泌机制。这可以解释铜诱导肝硬化如印度儿童肝硬化(Termed,1997)。铜中毒也有遗传的

原因，例如人类wilson疾病的发生是因为铜转移蛋白表达的失败，特别是在肝(Bull ef a1．，

1993；Wu etal．，1994)。不同动物品系对铜耐性也有差异，例如绵羊(Woolliams etal．，1983)。

也就是说一些个体特别容易铜中毒。上面这些表明，对铜敏感性的差异主要是铜吸收效率和

铜分泌效率的差异引起的，但其它因素也有涉及，如硫、其它金属和影响保护因素因子。例

如，在食物中加锌能通过限制和调节铜在肝的积累和分布来阻止绵羊铜中毒，同样也可以阻

止Wi／son疾病(Brenmer,1979)。增加肝毒素生物碱(危及肝功能)可以减少绵羊对铜的

耐性。然而增加抗氧化剂(如。一生育酚)的吸入可咀保护老鼠免受铜的毒性(SokoletaL，

1990)。其它重要的因素包括铜在肝脏内的分布，特别是溶酶体积累、金属硫蛋白的发生

(Brenmer，1987)和铜运转因子的表达(Bull etal．，1993；Wu et以，1994)。

2．4．1铜中毒的诊断症状

慢性铜中毒的症状是变化的，并且在种间变化。对于相对耐铜的猪来说，过多的铜吸

入最后将导致反应迟钝、衰弱、呼吸困难、贫血和黄疸，伴髓着肺部浮肿和胃及食道的溃疡

(Alien andHarding，1962)．老鼠也相对耐铜，但是取食含>500mg：kg铜的食物时，生长

被损害和肝细胞发生坏疽。肾小管上皮细胞也有大量的坏疽发生。但是随着肝的再生老鼠能

适应铜暴露，并且肝内的铜浓度最后下降(Fuentealba et a1．，1989；19933。相反，即使食

入相对低浓度的铜(<25 mg／kg)绵羊也会铜中毒，并且分两个时期(Bremner，1979)。第

～个时期没有明显的中毒症状，取食量和生长率正常。血液中的铜浓度无变化或稍微升高，

但是血浆中肝特有的酶浓度升高了。这是一个在肝内逐渐的大量积累的过程，浓度会增加到



1000mg／g干物质。这将导致肿胀的含铜肝脏巨噬细胞的坏疽(1shmad etaL，1971；1972)。

疾病的第二千时期发生比较突然，一般被称为溶血性危象。主要诊断症状包括黄疸、厌食、

干渴和血红索尿(Ishmael甜aL，1971；1972)。血液中的血色素和谷胱甘肽浓度在几天内迅

速下降，血液中高铁血红蛋白浓度暂时增加。动物通常在几天内死亡，但是一些仍然可以存

活。这些症状的开始伴随着铜从肝脏释放和血液铜浓度的大量增加。血浆中肝特有酶的活性

增加的更多，伴随肝降解、坏疽发生、致炎细胞发生和胆栓发生。这时肾铜浓度明显增加，

并有相当大的肾损伤、坏疽和肾小管线粒体酶活性的损失。铜中毒动物肝的超微结构观察表

明光滑内质网膨胀、空泡逐渐增加(King and Breanner,1979)。空泡最初包含非降解的细胞

成分，但是当他们成熟和溶酶体继续降解，它们的成分获得电子密度残留体(包括颗粒物质、

脂滴和铜)的特性。肝中铜的浓度增加时，细胞缺失和凋亡小体的发生的机率也跟着增加。

2．4．2铜在野内的分布

铜中毒的一个重要的特征是铜在肝内明显的积累。但是，铜在肝内的分布也非常重要，

这关系到亚细胞分布和铜的离子形式。铜在肝内的积累不总是肝损伤的原因，因为即使新生

儿肝内铜浓度很高，也不会有酐问题。铜在肝内的分布及与特殊的结合蛋白的结合根据物种、

年龄、遗传和铜暴露时间而定(Breanncr。1987)。

正常条件下，大部分肝内的铜在细胞质，但是当随着铜的积累。在微粒部分的比例增加。

主要是核和溶酶体。溶酶体积累可能联系着铜诱导的细胞自我吞噬作用，并被看作是解毒过

程的一部分和金属胆汁分泌的前奏(虽然铜胆汁分泌也有非溶酶体路径)。溶酶体铜积累

已经在婴儿(GoldfischerandBefnHcin,1969)、贝得灵敦厚毛犬(Jolh-lson甜aL。1981)、

Wilson病人(Goldflsoher,1967)和积累铜的老鼠(Ha)wood,1985)被报道。但是，因为铜

组织化学染色的困难和通过肝匀浆液差异离心法从核内分离含铜溶酶体的困难，对一些溶酶

体定位的声明表示怀疑。例如在密度梯度离心前用洋地黄皂苷来溶解溶酶体的膜显示胎鹿肝

内的铜不是在溶酶体，而是在核区。但是x一射线微分析(X-ray microan由sis)积累了铜的

老鼠肝证明铜出现在溶酶体和核予(Haywood,1985)。尽管溶酶体数量增加，多样性增加，

但是没有溶酶体裂解和瓦解的证据。相反，有人报道铜通过脂质过氧化反应损伤溶酶体膜。

但是在离体核内铜的积累确实影响了DNA(Bryan and Ffieden，1967)．抑制了RNA聚合酶

的活性(Novello and Stirpe，1969)。因此，铜的细胞毒性影响已经导致核组织破坏，并以凋

亡小体和噬菌作用的形式处理坏疽。

2．4j铜在肝内结合体的形成



蛋白涉及铜在肝内的积累。金属硫蛋白起了一个重要的作用，并且它可以被铜诱导在肝

山台成，主要是通过诱导增加基因转录的过程(Brenmer，1987)。锌对金属硫蛋白提前诱导

可以减少铜对组织培养的肝细胞的毒性(Liu elaL，1991)，并且无金属硫蛋白老鼠的肝细

胞比正常的肝细胞对铜敏感。抗铜的肝细胞瘤细胞系具有高的金属硫蛋白表达水平，这主要

是转录率和基因复制数量的增加引起的(Freedmane／a／．，1989)。在这些铜抗性细胞许多铜

与金属硫蛋白结合。但是，在肝中并不是总这样，因为结台铜的金属硫蛋白的含量从<5％

到>80％变化的。在铜积累的猪(MehraandBrerrmer，1984)和贝得灵敦厚毛犬(Johnson etaL，

1981)中大多数的肝铜被结合在细胞质和微粒部分(包括溶酶体)的金属硫蛋白。但是如果

猪缺少锌，结合在金属硫蛋白的铜将非常少。这种对锌的依靠也被应用到羊和牛，因为结合

到金属硫蛋白的铜数量是肝内锌含量和铜锌比例的一个功能；一般在肝内只有少量的铜结合

到金属硫蛋白(Brcmner,1987)。铜的摄入可以诱导肝内金属硫蛋白的合成。但是，如果肝

内积累的铜来自食物摄入，直到肝内浓度达至{1500mgcu／g这个阐值才诱导金属硫蛋白，甚

至之后只有小比例的外加铜结台到金属硫蛋白(Breameretal．，1986)。已经证明老鼠对铜

的适应与铜从肝到肾的转移及金属硫蛋白结合量增加有关(Eveting etaL，1991)。但是LEC

(10ng-EvanS Cinnamon)大鼠对铜的毒性极端敏感与金属硫蛋白能为铜的肝中毒提供保护有

差异。年龄在4个月以下的LEC老鼠快速在肝内积累铜并很快发展为爆发性肝炎，肝的损伤

比其它实验室的其它老鼠都严重，然而LEC老鼠肝内的铜大部分结合在金属硫蛋白上

(SugawametaL．1992)。可能在LEC老鼠中铜的肝毒素影响与非重金属部分或大多数金

属硫蛋白出现在细胞质有关。

2．4．4铜的毒性机理

许多铜过量的病理影响与膜或大分子的氧化损伤相关。作为氧化还原的金属括性因子，

铜离子能通过Haber-Weiss反应催化羟基氢氧基自由基的形成：

02‘一 十Cu2+一02+Cu+

Ch+十H202一Cu2++OH一+OH‘

202一+2H+～H202十02

主要通过DNA损伤产物的分析、芳香羟基化反应的研究和电子自旋共振(electron．spin

resonance spoc廿_oscopy)证明羟基氢氧基自由基的产生(Antholineetal．，1985)。后面的技

术已经被用于检测铜处理老鼠体内羟基自由基的形成和抗坏血酸；这涉及到羟基自由基与二

甲基亚砜反应生成甲基自由基，甲基自由基作为胆汁中的旋转捕捉加合物被检测(Kadiiska el
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以．1992)。

铜诱导活性氧产生的结果是增加腊质过氧化。当肝匀浆液或肝细胞与铜离子反应时戊

烷、丙二醛及硫代巴比妥酸反应物质(TBARS)的生成增加可以证实。并且老鼠食物中铜

过量将导致体内线粒体膜脂质过氧化，共轭二烯烃和TBARS浓度增加(Sokol etaL，1990)。

这将导致肝内部线粒体膜膨胀和其它肝损伤的生化和组织症状，引起肝中线粒体内膜的脊加

宽和胞囊和其它肝损伤的生化和组织信号。这些影响甚至铜过量老鼠更加明显，缺少维生素

E，这将支持铜诱导肝细胞氧化损伤的结论。这和铜过量但姥少维生索E与硒的老鼠胆汁中

自由基加合物检测相一致(Kadiiska et a1．，1993)。如果老鼠被给予维生素E或硒。将没有检

测到自由基。这些结果为铜毒性涉及到细胞内脂质过氧化提供了令人信服的证据。

因为在微粒体没有可比较的的影响发生，线粒体可能是铜诱导肝损伤的特殊起始目标。

这与后来的发现一致，如铜过量鼠肝线粒体功能被削弱，线粒体呼吸对照率下降(Sokol“a1．。

1993)。这与后来发现铜暴露老鼠肝的线粒体功能被损伤是一致的(Sokol etal．，1993)。

线粒体电子转移蛋白复台物的氧化还原酶活性分析表明复合勘Ⅳ(细胞色素c氧化酶)活性

降低。这些线粒体功能的变化减少细胞的能荷，使钙从线粒体泄漏进细胞质的量增加。使细

胞暴露于数量增加的过氧化物中，最后导致类肝细胞功能紊乱。

铜催化脂质过氧化也是铜过量老鼠肝细胞溶酶体变化的基础(Myers et aL，1993)。这

些老鼠分离的溶酶体膜脆度增加，流动性减少。膜中fl们'BARS浓度加倍。脂肪酸膜含量也

有变化，并常伴随着多未饱和脂肪酸的增加。当溶酶体pH也增加时，这些膜的变化会影响

ATP酶的质子泵。铜过量动物肝内a凋亡小体的发生预示铜诱导DNA损伤(King and

Bremn目。1979)。 即使铜催化羟氢氧基自由基在细胞内的产生，也不能推出他们对DNA是

必要的，因为即使铜在体内催化羟基氢氧基的生产，也不能得出它是DNA损伤所必需的，

因为它们能与许多生物大分子反应，他们也可能在到达DNA之前被其它细胞成分摄取。但

是，铜结合容易结合到DNA形成加台物．并且确实涉及到核染质的浓缩(Sagripanfi elaL，

1991)。因此DNA结合的铜能促进羟基氢氧基的产生并导致DNA氧化损伤是可能的。铜在

核内积累§q过量明显增加了这些反应发生的可能性。

Cu2+出现时DNA暴露于过氧化氢，并且抗坏血酸导虽ZDNA氧化损伤。虽然谷胱甘肽

在核内的浓度相对比较商。但它并不激发这些变化。相反它被发现可抑制自由基的形成

(Milne“a1．，1991)。这促进铜在cu+态的稳定和铜参加自由基产生的能力。因此谷胱甘肽

可以保护铜诱导的DNA损伤。锌金属硫蛋白也可以提供相似的保护，从而防止铜诱导的

DNA断裂。因为锌金属硫蛋白螫合铜后阻止了铜参与氧化还原反应(Cai etal．。1995)。但

鸵



是有铜和1，10．邻二氮杂菲(1，10．phenanthrolitm)出现时，谷胱甘肽刺激自由基形成和DNA

损伤，因为它不fl酎ECu(I)从1，10．邻二氮杂菲上移走但是可以参与活性l，10-邻二氮杂菲一

铜复合物氧化还原循环(Milne et al，1991)。

氧化胁迫期间的DNA损伤由活性氧种的直接攻击或核酸内切酶引起的。用1．10．邻二氮

杂菲一铜复合体培养H印G2细胞引起核小体DNA断裂，这是凋亡的一个特点(Tsang etat，

1996)。但是，在低温断裂没有发生及添加抗坏血酸后活性恢复，因此可以推断DNA断裂

确实是羟基氢氧基直接攻击DNA造成的。正常温度的代谢过程表明羟基氢氧基是邻二氮杂

菲一铜复合体的氧化还原循环产生的。在低温，抗坏血酸产生一种人造的还原环境恢复了羟

基氢氧基的形成。当用l，10-邻二氮杂菲培养离体的鼠肝核子．并进一步提商抗坏血酸和过

氧化氢时，核小体DNA的裂变也被检测到(Burkitt et aL，1996)。DNA含有8．羟基脱氧鸟

嘌岭核菅表明羟基氢氧基的氧化。这些结果与结合锅的邻二氮杂菲是一致的，结合铜的邻二

氮杂菲存在于染色体形成一个复合物，这个复合物能促进羟基氢氧基引起的DNA断裂。尽

管这些观察基础于体外研究系统，但是8．羟基脱氧鸟嘌畸核苷浓度的增加已经被在连续暴薅

于铜的老鼠肝和肾中被报道(Toyoktmi and Sagrilmnti，1994)。这表明铜能引起DNA碱基的

氧化损伤。

这些金属复合物一般特性有降低硫醇复合物及被铁氧化。或降低铁化合物产生自由基的

能力。Cu对于许多酶(包括氧化酶和加氧酶)来说是一种余因子(6uttd'idge,1984)。与

Fc相似，cll在活性氧的形成和膜的脂质过氧化中扮演着催化剂的角色(than et aL。1982)。

铜在对苯二酚到苯醌的氧化中的作用及对苯二酚的细胞毒性已被报道(Li andTrash，

1993a)。Cu能显著地加快从对苯二酚到苯醌的氧化，且与浓度成正相关。此外，当在初

级骨髓基质的细胞培养基中添加cu时，可以显著地提高对苯二酚诱导的胞内毒性。谷胱甘

肽和二硫苏糖醇作为抗氧化剂或是金属螯合物，能阻止cLll催化生成对苯二酚所产生的胞内

毒性。

更进一步的研究说明在对苯二酚的存在下，Cu能显著地提高DNA睦的断裂率。纯态氧

清除剂而不是羟氢氧基分子清除剂能提供部分的保护，说明纯态氧而不是羟氢氧基分子能促

使DNA链的断裂(Li and Trash，1993b)。然而，这些清除剂缺乏绝对的特异性，纯态氧的

涉及面很小，因为现在对于何物能形成氧自由基的机理尚未明确，虽然Steinbock等(1992)

报道了香噬嗜中性粒细胞能产生胞内的纯态氧。其他的金属离子包括了Fe3十、Max+、cd2+

和zn2+都不能显著地提高对苯二酚的氧化作用或是诱-导DNA链的断裂(Li and Trush，



1993b)。但是，cu可能是在靶标器官内通过对苯二酚产生活性氧，胞内毒性及DNA损伤

的重要因素。

Milne等(1993)检测到谷胱甘肽及其他整合物对cu．调控的DNA氧化的影响。在过氧

化氢酶，抗坏血酸和DNA的存在下，谷胱甘肽能抑制由cu离子产生的自由基的形成。谷胱

甘肤的保护效应来源于它稳定Cu在Cu+氧化态的能力，防止氧化还原剂循环及自由基的产

生。然而，在细胞核中的谷胱甘肽用以防止而不是促进Cu诱发的DNA损伤。谷胱甘肽对

于Cu．调控的DNA氧化的影响可能是源于自由基沉默(radical sink)，如Wintaboum(1993)

所描述的。通过这一系统，无论是直接的还是通过使谷胱甘肽减少，多种的自由基都能将它

们的来成对电子转移给氧以产生超氧化物。超氧化物皎化酶对于此系统(防御氧化胁迫)是

必需的。

Ozawa等(1993)通过将闭合的环状双链超螺旋DNA转变成开环的和线EDNA，以

评价单链和双链D1认被cu2+乙烯基二胺与过氧化氢的反应打断。使用这一简单的系统，可

得出DNA断裂的剂量相关曲线，为在过氧化氢的存在下cu2+对DNA的损伤提供依据。先

前的研究表明Cu2+的复合物与过氧化氢反应，以提供高产量的羟氢氧基自由基，可以煮接

造同LDNA的损伤(Ozawa el aL，1993)。



第二章重金属在昆虫体内螯合和解毒机制

昆虫是自然界中最大的动物类群，它们具有种类数量多、个体数量大、分布范围广的

特点，因此它们极易受到各种环境胁迫，如冷、热、干旱、重金属和有机化学物质等。因

此很多学者已经开始研究昆虫对环境的胁追的反应。在这里我们对昆虫对重金属抵御机制

作一简要的概述。

1重金属在昆虫体内的积累

关于昆虫对重金属的积累已经有很多报道，如黑腹果蝇Drosophila melanogaster

(Poulsonetal．，1952；Matoni andWatson．1985)、松尺蠖Bupaluspiniarius和松夜蛾

Panolisflaramea(Heliovaara and Vaisanen，1990)、舞毒蛾L威辨(Gimanreiter“aL，

1993a)、黄粉虫Tenebrio molitor(Lindqvist，1995)、非洲飞蝗Locusta migratoria、

弹尾虫Orehesella cintra(H∞sb蜘E∞etal．，2000)、角石蛾Stenopsyche marlworata

(Toehimoto et a1．，2003)、美洲脊胸长培Oneopettusfasciatus(Cca'vexa et吐，2004)

等等。已经证明食物是昆虫体内重金属的主要来源(MungerandHare,1997；Mangeret

a1．，1999)。一般影响昆虫对金属积累的与食物有关的因素有：食物中金属种类及浓度、

食物摄取率、食物金属的吸收率(Poulson et a1．，1952；Thomann，1981；Spades and

Hamdink，1985；Crawford甜aL，1990，1995，1996；Luoma et口￡，1992；Lindqvist，1995；

WangandFisher，1996；MungerandHare，2000)。还有人报道昆虫体内的重金属浓度与

环境中重金属污染程度直接相关(Van Smmlen etal．，1987；Roth-HolzapfelandFunke，

1990)。另外，重金属在昆虫体内的积累与昆虫发育期有关(Lindqvist，1994)。

目前已证明Cu和Cd主要积累在昆虫中肠(Suzuki etal．，1984；Maroni andWatson，1985；

Hensbergen，2000；Niu et aL，2002)。脂肪体也是金属贮存的重要器官。其他器官，如表皮和

生殖道也可积累金属。

2重金属在昆虫体内的排泄调控

重金属在昆虫体内的积累和排泄是动态变化的。金属在昆虫体内的动力学紧密联系着昆

虫的生理，如中肠上皮细胞在每一次蜕皮时再生，老的上皮细胞作为肠的代谢物排出。

Posthuma等(1992)报道弹尾虫体内的Cd 90％积累在中肠，每次蜕皮只有35％的cd被排泄。
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这就有两种可能；一半以上的cd不在同～层上皮细胞，也不在基膜；老上皮细胞中的cd

被新的上皮细胞再吸收或穿过肠被其它细胞吸收。同样，Cd浓度也在双翅目(Aoki and

Suzuki，1984；Ttmmermans andWalker，1989)、鳞翅目、膜翅目(Lindqvist，1992)、和鞘翅目

(Lindqvist and Block，1995)昆虫变态过程中逐渐降低。因为在变态过程中，中肠上皮细胞

也再生(Chapman，1982)，部分cd可能脱离中肠上皮，而进入肠腔，羽化后被成虫排出体

外；部分Cd留在中肠上皮或进入那些未重建器官，这部分cd留在体内。另外，Cd和Cu也

积累在昆虫体壁(Niu，2000)，这意味着Cd在变态过程中随蛹壳排出体外。

另外，昆虫对不同重金属的调控能力是不同的。有人对那些生活在废弃炼铜厂的无脊

椎动物进行金属含量的调查。结果表明许多初级消费者能调控cu，但是不能调控Cd

(Rabiiseh，1995a，b，c)。杂食性的蚂蚁(Rabitseh，1995b)显示了相似的体内调控Cu的能

力，然而体内Cd的水平与其生活地Cd浓度密切相关。在较高的营养层能有效的调控Cu

和Cd的水平(Rabitsch，1995e)。但是在实验地提高铅的水平会扰乱体内金属代谢，特别

是在低的金属水平。有人报道甜菜蚜Aphisfabae取食c、l污染的寄主植物蚕豆后，没有积

累Cu(Crawford拼a1．，1990)．其原因是甜菜蚜分泌捧泄了很多Cu而把体内的含量维持

相对稳定的水平(Crawford以a1．，1995)。Crawford等(1996)报道非洲飞蝗L migratorfa

也通过排泄有效她调控食物中过多的cu，使昆虫体内地cu保持在一定水平，进而接导出

昆虫体内的cu水平与处理时间无关(CmwfordetaL，1996)。这充分证明了昆虫对食物中

低水平Cu的调控能力。

3细胞内金属动态平衡

无脊椎动物拥有一系列细胞内解毒途径来减少体内的有毒金属。这些路径主要包括：

(1)平衡金属吸收率和排泄率的生理调控机制；(2)细胞内金属的鳌合机制，涉及到低分

子量金属硫蛋白的高亲含位点。以及后来的溶酶体膜系统的排除；(3)细胞内金属的整合

过程涉及iⅡ特殊的矿物颗粒体，这些颗粒体产生固体的含金属的、磷的或硫的颗粒，后来

经胞外分泌排出。在昆虫中，食物的摄入是金属离子豹主要来源，从口使之到达中肠。在

很多目(弹尾目，缨尾目。鞘翅目，同翅目，毛翅目，鳞翅目。半翅目和双翅目)中，中

肠是吸收的主要位点，在金属离子调控和矿物沉积上起着至关重要的作用。 同时，金属

的摄取和解毒过程还涉及到循环的血细胞、马氏管和后肠。图2．1阐明了单价、二价和

三价金属离子穿过中肠上皮细胞膜的摄取率。在中肠上皮细胞中，金属离子可能有以下的



贮存方式：(I)与金属硫蛋白或谷胱甘肽螫合(Maroni andWatson，1985；Hensbergen甜a1．，

2000)；(2)被溶酶体贮存(Tapp，1975；Tapp and Hickaday，1977；Lauvedat el a1．，1989)；

(3)被转移进内质网(Gouranton，1968；Alberts出aL，1995：Ballan—Dufrancais，2002)；(4)被

其它的亚细胞结构结合；(5)通过细胞膜进入血淋巴。其中血淋巴中的金属离子又可以被

马氏管吸收，然后排入后肠，最后经舡门排出。
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血辫巴 eel上皮细毫 肠腔

图2-1重金属在中肠上皮细囊中可能的去向．

Fig．2-1Possiblefiresofheavymetalsin eplthellMtelllofmldgut．

重金属可以通过转运或渗透扩散穿过细胞膜进入细胞质。在细胞质中，金属可以与金属酸蛋白螯和(1)，被

积累到溶酶体(2)：被转移进内质同(3)-被其它的亚细胞结构结台(4)；通过细胞膜进入血淋巴(5)．Metal may

ClrOSS the brush bord口m∞bme into哪砌a∞by carrier-mediated or diffusional processes．In the cytoplasm，

the mcC【al may compltx with metallothionein(1)，eDter mitochondria be accumulated by l笋∞∞％(2)，be
Uansf∞rcd to山e ER(3)，Otha-fates for cytoplasmic metals are also possible(4)，or be

transported across llle imcstmal mcmbnme to the haemolymph(5)．

4球晶与重金属摄取

球晶是相当小的矿物结晶。直径从l到几la m。由一种有机的酶解多聚糖

(peptoglycan)基质组成。多聚糖上各种厚度的矿物层聚集成同心圆(图2—2)，这

些矿物层可能是矿物盐(Ca、Mg、K、Mn、Fe、和Zn一般以磷酸盐或碳酸盐的形式

存在)或是嘌呤废物(尿酸钾或尿酸钠)，往往厚度很大。球晶通常在细胞中产生，

但有时在内腔和胞间区域也可见到。它们在偏振光下表现出弱的(Turbeek．1974)或

是强的(Ballan-Dufran9ais甜aL，1979)双折射，导致了结构的异向，他们主要由不定

形的物质组成(Ballan-Dufransais，1975；Ballan-Dufran9ais“a1．。1979)。



胞内的球晶出现在内质网．高尔基体复合区。有时可在内质网池区见到球晶正在被内质

嘲包围，如在Formicapolyctena及Formica cetcopids的幼虫中肠内，德国蠊Blatella

germanica的回肠及生殖道内(Gouranton，1968；Ballan-Dufrancais，1970，1972；Jeantet，

1971)，缨翅目和直翅目的中肠的高尔基体管道内(Fain．Maurel el a1．，1973；Waku and

Suminato，1974)。矿物沉积的来源可能是离子(Wessing and Zierold，1996)。它们可能是

利用信道蛋白通过膜，例如，ca离子泵．可以在内质网中调节ca的存贮(Alberts etal．，1995)。

球晶在腔内的存在揭示了它是以有机物作为核而形成的。Wessing和Zierold(1996)揭示

在果蝇的马氏管腔内II型的结晶来源于酶解多聚糖对K+的俘获。由高尔基体分泌出的粘

多糖，从血腔基膜或是腔的项上胞内分泌而出，而后粘多糖转变为可以捕取K+的蛋白多糖。

在腔内，球体通常由尿酸钾组成。

内质网．商尔基体复合的球晶的核也可来源于粘多糖．因为他们常常包含有粘多糖

(Gouranton，1968；Ballan·oufran咖s，1970，1972；Jeantet,1971；Lhonor6,1971；Marshall and

Cheung，1974)。当球晶出现在内质网时，粘多糖看上去够成熟以捕获阳离子。高尔基体

管道可能增加了成熟球晶中粘多糖的组分(Jeantct，1971)。

5溶酶体对金属的贮存

软体动物的溶酶体出现在肾中(Coombs，1980)。与之不同的是，溶酶体结晶在昆虫

中是非自然产生的，无规则且有同心圆的层。来源于胞内的内分泌膜的球晶可以发展成为

溶酶体，溶酶体在家蝇和果蝇中肠中已经被攒述(Sohal etaL，1977；Lauverjat etal．，1989)

(图2—3)。在家蝇中，在成虫期长度为0．5～li．tm，包含了ca、Fc、cu、zn、P和S。但

其沉积的结构不是太好，有密集的复合光。呈均一的小粒体状，结晶的外形不规则。在有

胞内球晶的细胞中．产生了许多小的溶酶体(图2．2)，并在衰老的金属酶里含有(Ca、

Mg、Cu、Zn、Fe和s)(Ballan-Dufrangais et aL，1980)。但是到目前为止有关重金属被

转运到溶酶体的机制还没有被报道。

6昆虫金属硫蛋白与重金属的鳌合

现已发现MT广泛存在于哺乳类动物的几乎所有组织中，广泛存在于植物、无脊

椎动物、真核微生物和原核生物中。MT是一类低分子量(6,000-7，000Da)，高金属含

量(每分子含7-12个金属原子)，富含半胱氨酸(约占总的30％)的蛋白。金属硫蛋



自足水溶性耐热蛋白。因为富含半胱氨酸，这种蛋白展示了对金属离子的高亲和性及

选择性结合细胞内低浓度金属离子的能力。环境中金属浓度升高可以诱导金属硫蛋白

产生，因此细胞内金属硫蛋白的水平与摄取金属的量是相关的。金属硫蛋白的主要生

理功能是贮存并提供合成脱辅基酶蛋白(apocnzymes)的阳离子，如Cu和ZIl(Viarengo

et a1．，1985，1987；Viarengo，1989；Viarengo andNott，1993)。但昆虫MT的功能还不是很

明确。据一些实验结果推论，MT昆虫的功能的主要是稳态调节细胞内金属水平，即参

与昆虫体内必需金属元素的调节和非必需元素的解毒作用。在昆虫体内受金属诱导而

合成的MT能结合这些过量必需金属和有毒金属，并能限制中毒作用，保护细胞器免

受金属毒性的影响。例如。zn作为一种主要的微量元素，参与昆虫体内一些重要的生

物过程，如复制、转录、蛋白质台成和降解、能量代谢等。MT作为一种重要的zn结

合蛋白，可能通过调节细胞中zn的水平来调控上述一些生物过程。当昆虫体内发生

zn缺乏对．MT产生降解，释放出踟，使之转移到一些辅蘸中去，而当踟过剩时。

MT又能结合这部分血。以此来调控Zn在体内的平衡。

目前，已见报道的MT初级结构的只有果蝇Drosophila melanogaster和弹尾虫

Orchesella cincta。Mtn和Alto是D-melanogaster的两个不同的eDNAs(Mokdad et口，．，

1987；Lastowski-Pc'rry et a1．，1985)。MTN(40 amino acids)和MTO(43 amino acids)这

两个蛋白只有25％的序列同源性，这与脊椎动物bit类群(75％以上的同源性)是显

著不同的。MTN和MTO分别在D．melanogaster的两个不同发育期表达(Silar and

Theodore．1990)。Mto的转录发生在胚胎形成时的O一3 h，并持续到3龄幼虫期。而Mtn

表达开始于胚胎形成时的12—15 h，并持续到整个幼虫期和成虫期。MTO蛋白的序列

与其核酸的序列是一致的，它可能涉及到发育过程中金属动态平衡的调控：MTN蛋白

的分离纯化没有成功，原因是MIN蛋白在细胞内合成后迅速与溶酶体结合。在那里

以某种不能被纯化的方式进行加工，MTN蛋白的功能主要涉及解毒过程。0．cincta MT

有2个富含半胱氨酸并与Cd结合的肽。2个肽的分子量分别为2989 Da和4139 Da。

分子量为2989 Da的肽的氮基酸序列对MT来说是一个典型序列。分子量为4139 Da

的肚测序没有成功，也许是由于N端受到了破坏。根据确定的2989 Da肽的氨基酸序

列设计引物进行PCR，克隆出一个MT的eDNA，这个eDNA的序列可编码～个77个

氨基酸的蛋自。a cincta MT与19．melanogaster MT的氨基酸序列褶似性较低，它和

无脊推动物MT之间的相似性甚至比与脊椎动物MT之间的还低(Hensbergen et al—



1999)。此外，MT和金属结台蛋白也在摇蚊Chironomus yoshimatsui、棕尾别麻蝇

Sarcophagaperegrina、石蝇Eusthenia spectabilis、德国小蠊Blatella germanical、蜉蝣

B。8tis thermicus、家蝇Musca domestica和桑蚕Bombyx mori中有过报道(Vamamura

el al，1983；Aoki el a1．，1984；Aoki el a1．，1989；Ev目wd and Swam，1983；Bouquegneau

el aL，1985；Suzuki el a1．，1989；Kasai et at，1993；田晓光等，1998；Niu elaL，2000；何

秀萍等．2000)。

圈2-2蚂蚁Fannleapo／yaena中腑柱执细忘的
超徽结构图(x8，2∞)

Fig．2-2 Geaaal viw,v ofa midgut cohlmnm-differ∞tiated

epithelial cd；．No耄c the曲锄dBn∞of印h靠。c哼鼬ls

(arrows)．Small lysosom∞m pI％呲(x8，200)

大量球晶(箭头)和小溶酶体出现．M：线粒体，

mitochondri氍L：涪酶件1vsosonle．

圈2-3野生垒果蝇暴露于cd后中肠中段有台有

c-和S溶膏体出现(xl¨∞)

Fig．2-3 Lys∞omcs arc pr目orit in middle midgut of

训蛳Dm∞l／aila口中D$ed to cadmiI taamining

cu and 8．(x10,000)

My：辙绒毛。microvilli．M：线粒体．mitoehondria．

综上所述，关于昆虫与重金属的研究已经已经开展一些，但是研究远没有脊椎动物及

某些软体无脊椎动物研究的深入，昆虫对重金属的积累、代谢、转化与消除的机制还没有

完全弄清楚，很多问题还有待于研究，重金属在中肠上皮细胞内的转运机制：重金属离子

从中肠上皮细胞到血淋巴的转运机制；血细胞对重金属离子的转运机理及过程；以及在整

个过程中抗氧化酶(SOD、CAT、GST、GSTPX、GR)的作用等。



第三章昆虫金属硫蛋白的研究进展

金属硫蛋白(Metallothionein，简称MT)是一类低分子量、富含半胱氨酸而缺少芳香

族氨基酸的金属结合蛋白。1957年，Margoshes和Vallee在研究镉的生物学作用时，从蓄

积镉的马肾中首次分离出该物质(Margoshes and Vallee，1957)。现已发现MT广泛存在于

哺乳类动物的几乎所有组织中，广泛存在于植物、无脊椎动物、真核微生物和原核生物中。

昆虫纲是动物王国中数量最大的纲，但是有关昆虫MT的研究却相对较少，而且仅限于几

种昆虫，如摇蚊Chironomusyoshimatsui、石蝇Eusthenia spectabilis、棕尾别麻蝇Sarcophaga

peregrina、黑腹果蝇Drosophila melanogaster、德国小蠊Blatella germanical、家蝇Musca

domesaca、桑蚕Bombyx mori、弹尾虫Orchesella cintra等。现从诱导、分离纯化、理化性

质、功能、分子生物学、应用等方面对昆虫MT作一综述。

1 MT的诱导

昆虫中的MT一般是由重金属诱导产生的。Maroni和Watson(1985)报道了金属Cd、

Cu能够在果蝇幼虫的中肠中诱导出镉结合蛋白、铜结合蛋白，并推断它们为MT，而金属

zn不能诱导出MT。Debec等(1985)报道在果蝇的细胞系中的加入cd”后。可以诱导到

MT，并且稳定的耐cd细胞系(Cd R2∞)中的MT的量是原来细胞用Cdv-诱导后的22倍多；

若在细胞培养物中加入L一半胱氨酸R200对cAch的耐性上限被突破，且MT的量是原R2∞的

4倍。Evcrard和Swain(1983)证实在石蝇中也可诱导到MT。Bouquegneau等(1985)证实

Hg可诱导MT在德国小蠊回肠中产生。Kasai等(1993)报道从经CdCl2诱导的家蝇中可分离

提取到MT；牛长缨也作了类似报道(牛长缨，2000)。Yamamurar等(19831的研究表明在摇

蚊幼虫中可诱导出MT。Aoki等(1984)报道在麻蝇幼虫中可诱导出MT。其他可诱导MT厶

成的重金属包括Cu、Hg、Co、Ni、Mu、Au等。总之。对于许多昆虫，重金属可诱导MT

产生，并且不同金属的诱导效率是不同的，其中cd和zn的诱导效率最高。但并不意味着cd、

Zn与MT的结合力最高，l(且sai等(1993)报道Cu可以替换MT@的Cd、Zn，说明Cu比Cd、

Zn对MT的结合能力强。另外有人报道MT对常见金属的相对亲和力依次为Ag>Hg>Cu>

Cd>Zn>Co=Ni删e】s∞and Wiage，1983)。因此，金属a'iJ-MT的诱导和结合是两回事。

2 MT在昆虫组织中的定位
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在哺乳动物解毒功能的肝脏和肾脏中MT含量高。但是一些实验证明在昆虫的主要储

存和排泄器官——脂肪体和马氏管中MT含量并不高，而在消化道，尤其是中肠部分MT

含量高(Maroni andWatson，1985；Aoki etaL，1984；Hensbergen etal．，2000)。通常研究MT

组织定位的方法主要是先定位金属的位置，然后根据金属以MT的形式存在而推知MT的

位置。现在定位金属的方法有：(1)解剖学和原子吸收法；(2)放射性示踪实验：(3)组

织化学和x射线结合的方法。

3 MT的分离纯化

耳前已经从昆虫中分离纯化到了MT及各种同功蛋白。一般最为常用的方法是凝胶过

滤和离子交换技术相结合的层析法(Kasai etal．，1993；Niu etal．，2002)。Aoki等(1984)采

用应用凝胶过滤HPLC-AAS分离纯化了5种麻蝇幼虫的金属结合蛋白并推测是MT。

Hensbergen等(2000)用凝胶过滤和反相液相色谱从cd诱导后的弹尾虫中分离纯化了两

个金属硫蛋白小肽。这些均表明昆虫金属硫蛋白的分离纯化技术已有所进步。但是MTN蛋

白的分离纯化没有成功，原因是MTN蛋白在细胞内合成后迅速与溶酶体结合，在那里以

某种不能被纯化的方式进行加工(Silar and Theodore。1990)。另外MT在分离纯化过程中

容易产生降解，主要是因为化学修饰剂引起的失活以及蛋白酶的存在(Hensbergen el aL．

2000)。因此，在分离纯化过程中要加入蛋自酶抑制剂如PMSF防止降解。添加足够的还

原剂如2．巯基乙醇保护巯基。

4MT的类型

哺乳动物MT被分成四种类群，每一种类群都有各种同型异构体(Isoforms)(Palmiter

RD，1998；Zhang el aL，2001)。n melanogster合成2种MT类型；MTO，一个包括43个

氨基酸的小肽：MTN，一个包括40个氨基酸的小肽(Vails etal．，2000)。这两个蛋白显示

了25％的相似性(BormctonetaL，1996)。它们的基因(Mto和Mm)在不同发育期表达，

在各种金属的诱导影响下它们的表达量增高(Bonneton et a1．，1996；Zhang et aL，2001)。

Domenech等(2003)报道MTO和MTN谈定性为铜kits，因为在这种配置下MT的配位

和折叠最稳定。

Hensbergen(]999)在弹尾虫MT、果蝇MTO和MTNlY_laq作T--个比较(如图3-1)

发现：MTO和MTN只有25％同源，MTO分别与弹尾虫MT的N．端和c．端部分相匹配，

有32．2％同源，而MTN只与N．端部分相匹配，有46．7％同源。
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圈孓1 D-cincla和A melanogaster的MT cDNA的氨基酸序列同潭性

Fig．3-1Aminoacidalignmentofdeducedaminoacid sequencesfrommetal|othionein cDNAsfromfI c跏m
and A melanogaster．

同源性比较基于FASTA序列比对软件。相同拽基(：)，相关残基(．)The alignmentisbased Oil aFASTA sequcncc

comparisonprogram．Idcntictd rmidues(：X related rmidue,(．)

5 MT的理化性质

与哺乳动物的60kDa(KAgi，1991)相比，昆虫NIT的分子量种间差异比较大，如麻

蝇的8000Da(koki etaL，1984)黑腹果蝇的4555 Da(MTN)和5281 Da(MTO)(Mokdad

et dj．，1987)、寡蝇的5225Da(Kasai etal．，1993)或9045．9Da／11560．2Da(Niu etdL，2000)，

及弹尾虫的7128 Da(Hansberg∞etaL，1999)。Debec等(1985)从果蝇细胞系中诱导出的

MT分子量为7000 Da，Maroni和Watson(1985)用each诱导出果蝇幼虫MT，发现其分

子量小于10000Da。弹尾虫MT的分离得到2个Cd结台肽，分子量分别为2989 Da和4139

Da，说明弹尾虫MT被分割为2个金属结合肤。其两个分割点TQ氨基酸的后面，一个位

于N端，另一个位于两个金属结合族之间的连接区OIensbergen et a1．．1999；2001)。

昆虫氨基酸中半胱氮酸含量比较高，在果蝇的MTN中有12个半胱氨酸，占所有氨基

酸(40个)的28％。在弹尾虫的重组MT中有19个半胱氨酸(H∞sbergen et a／．。2001)，

占所有氮基酸(77个)的近1／4。NIT中不含芳香族氨基酸，所以它们在280m处没有吸

收峰。家蝇MT在250姗处有宽的吸收峰(Kasai甜aL，1993)。家蝇MT的摩尔消光系数

是9．204-_0．25×I驴M’‘．啪～，石蝇NIT的摩尔消光系数为1．29±0．24X 10'M～．m‘1

(Everard and Swain．1983)。

重组蛋白的化学计算显示弹尾虫MT可结合7个或8个Cd2．，并且主要位于2个金属结合族

(Hansbcxgan etaL，2001)，这类似于其它已知的MTs(OtvosandArrnitage，1980；Otvos etaL，

】982；Wang“a／．，1 995)。两个果蝇(Drosophila sp)MT eDNA的证明包含的金属群不能超过

一个(Lastowski-Perry etaL，1985；Mokdad etal．，1987)。含有40个氨基酸的果蝇Mr(MTO)

在大肠杆菌中重组表达后可结合3或4个Cd2+(VailsetaL，2000)。MT有多态性，在摇蚊幼虫



中发现MT有4种同功蛋白(Yamamura甜al,，1983)，麻蝇幼虫MT包含5种同功蛋白(Aoki Pf

aL．1984)，家蝇幼虫MT有2个同功蛋白：MT．1和MT．1l。二者每库尔分别含有3．9克和4．5克

原子的重金属(Kasai etal．，1993)。通常满载金属的MTs不易蛋白水解。通过降低pH方法

脱去金属的MT常常容易蛋白水解(Klaassan elal．，1994)。n cinctaMT断裂的位置在两个富

含半胱氮酸区的中间，在D．cincta MT两个金属结合域之间连接区的长度比其它已发现的动

物MT大。几个研究评估了连接区的长度在断裂反应中的重要性(Morals etaL，1999；Killc et

nt，1991)。海洋海胆的重组Cd-MT在细胞外能被枯草杆菌蛋白酶从金属结合域处断裂

(Wang etal．，1996)。一个在大肠杆菌中表达的植物MT有一个42个氨基酸的连接区，并被证

明在连接区的几个位置断裂(Kille et aL，1991)。然而有14个氨基酸的重组海藻MT没有被细

菌蛋白水解酶分解(Morris etal．，1999)。0．cincta MT连接区的断裂是因为昆虫本身的酶活

性，而不是外来的蛋白水解酶或分离条件引起的化学不稳定性引起。连接区内的断裂可能是

把金属结合肚定位到特殊细胞内位置的重要因素(Kile et aL．1991)。D．cincta提供了一个研

究体内断裂功能重要性的唯一的机会。

MT引人注意的特征是具有热稳定性，在沸水中加热短时间不变性。麻蝇幼虫MT在

60"C水浴中加热5rain仍然保持原样(Aoki et a1．，1984)。果蝇MT具有耐热和耐酒精的特

性(MaroniandWatson，1985)。

MT的另一个显著特征是含有对Cu高度亲合的硫酵基，从而使Cu很容易取代MT中

的Cd和Zn(Aoki et a1．，1984：Maroni and Watson，1985)。

6MT的功能

MT的功能在哺乳动物中已经研究的很深入，但昆虫MT的功能还不是很明确。据一

些实验结果推论，MT昆虫的功能的主要是动态调节细胞内金属水平，即参与昆虫体内必

需金属元素的调节和非必需元素的解毒作用。在昆虫体内受金属诱导而含成的MT能结合

这些过量必需金属和有毒金属，并能限制中毒作用，保护细胞器免受金属毒性的影响。例

如，知作为一种主要的微量元素，参与昆虫体内一些重要的生物过程，如复制、转录、蛋

白质合成和降解、能量代谢等。MT作为一种重要的zn结合蛋白，可能通过调节细胞中

zn的水平来调控上述一些生物过程。当昆虫体内发生zn缺乏时，MT产生降解，释放出

zn，使之转移到一些辅酶中去，而当zn过剩时。MT又能结合这部分zn．以此来调控zn

在体内的平衡。在果蝇中肠中。铜和镉主要与MTN型的果蝇MT结合，然而锌在马氏管



主要与MTO型结合(Dufliat etaL，1995)。这些观察与Bonneton等(1996)的观察并不完

全一致。Boaneton等(1996)报道，MTO的主要功能是联系细胞内活性金属的代谢(维

持在必需水平)，而MTN的功能更直接联系金属的解毒，可能在细胞的溶酶体内。这些结

论是建立在MTN和MTO特殊组织基因表达的基础上。MTN和MTO主要在消化道表达，

但是MTN也在脂肪体和马氏管表达。这种活性可能是由于这些器官吸收血淋巴环境的金

属离子引起的。MTN和MTO细胞内功能和位置的定位可能与基因组成的差异有关。Mtn

基因有两个等位基因：Mtn。和Mtn’。Mm7有时候被重复。有重复的Mm7品系比单链的

Mm’基因品系合成Mm mRNA的水平高。并且能耐受较高的金属浓度(Bonneton et a1．

1996)。一个C．端组成的明显差异可能支持功能和位置的不同定位：朋加’c_端有一个谷氨

酸残基，然而C．端Mm3和Mto有一个赖氨酸残基。这可能导致MTNl在溶酶体产生的功

能与MTN3及MTO在细胞质产生的功能之间的差异。Maroni等(1995)把C．端氨基酸

残基的差异和与金属亲合力差异联系在一起，并认为Mml是一个低亲合力的MT，因此往

往以较高水平的表达来弥补。

但应注意的是，MT对重金属的解毒和调节作用是有限的，一旦环境中重金属的含量

超过一定的阈值，昆虫就会表现出病理状态，严重时导致死亡或不育、后代畸形。

7 MT分子生物学

关于昆虫MT的分子方面的研究主要集中在果蝇上，而在其它昆虫上大部分没有涉及

分子的工作。

7．1MT基因

果蝇(n melanogaster)有2个MT基因：Mm和Mto，Mm只有一个复制片段，位于

第3条染色体的右臂的85E10-15区(M口om et a1．，_19s6)，而Mto位子92E区。Mtn的结构

序列在GLY-8密码子处被一个包括拼接信号GT-AG的小内含子(265bp，位于C末端第7

个残基)将密码区分开来。在转录启动子上游300个碱基对内，TATA盒之前有7个短的

被分离的】2碱基对的保守序列片段，非常类似于哺乳动物控制金属调节的12碱基片段(相

似程度大干75％)具有5’⋯(GC)TTrTGCAYNCG⋯3’序列，推测此序列可能与重金

属的调节作用有关。

7．2 MT基因的调控和表达



细胞拥有特殊的金属调控转录因子(metal-rasponsive transeriotion factors，MRTFs)来

活化MT基因。在哺乳动物细胞中，6个MRTFs已经被报道。其中性质最好的是MTF．1，

它是一个在所有组织表达的必需锌指蛋白(Latchman，1995)。在静止的细胞，锌指蛋白位

丁细胞质，然而在胁迫条件下，它被转移到核子中(Zhang et aL，2001)。最近，Zhang等

(2001)报道了果蝇的金属调控转录因子dMTF．1，它在DNA结合锌指区最相似于哺乳动

物的MTF。1。dMTF。1和MTF．1的差异主要是金属和组织特异性。MTT．1主要被Zn或Cd

激活，然而dMTF．1被Cu或cd激活。这并不能归结为在MTF一1因子间存在物种的差异，

因为转染到老鼠细胞的dMrF．1可以像人的MTF．1一样调节锌调控的转录。这些差异可能

与重金属代谢的差异有关，如特殊组织的鳌合或排出。组织特异性的差异表现在：哺乳动

物的MTF．1在目前分析的所有组织表达，然而果蝇的dMTF．1在很少几个组织(中肠和脂

肪体)表达(Zhang et a1．，2001)。这与组织特异性鳘合是可能有关的。但是在重金属调控

的某些方面已经受限于果蝇和哺乳动物分歧进化。

事实上各种生物MT基因的启动子上都有金属调控元件(Metal Responsive Elements，

MREs)。果蝇Mto基因链有4个MREs；Mtn基因有2个MREs(Bonneton斟aL，1996)。

在果蝇细胞中．铜和镉比锌更容易激活dMTF-1(Domeneeh etal．，2003)。dMTF．1不能在

快速诱导哺乳动物细胞转录的锌浓度诱导转录(Zhang etal．，2001)。

如果果蝇被热激，Mto和Mm基因将在那些积累金属区域表达，如中肠和后肠的铁和

铜细胞区(Bonneton et a1．，1996)。热激可能干扰金属与内生金属分子(endogenous

metallomolecule)的结台。这样金属离子将自由地与MT基因的金属调控系统作用(Bonneton

et a1．，1996；Freedman et a1．，1993)。

Mtn和Mto能被特定的金属离子诱导，cd、cu是有效的诱导剂，能产生15～20倍的

RNA序列增加，Hg、Ag、Zn也能产生可见的RNA序列增加。金属处理后，MT mRNA

的水平增加很快，并且在处理后大约36小时达到一个最大值(Lastowski-Perry etaL．1985)。

诱导蛋白主要位于中肠，中肠是摄入金属离子吸收的地方(Maroni andWatson。1985)。在果

蝇细胞系、成虫、幼虫中Cd+能强诱导MTO nflⅢA的合成．MTO mRNA的浓度在cd

处理4小时内较低，处理后8小时增加很快，然后一直慢慢增加到48小时。相反，Cu2+

在果蝇细胞中诱导MTO的效率很低，但在成虫和幼虫中具有高的诱导效率。

在带有已报道基医的启动子的转基因果蝇中，MTN和MTO的表达曾作过单独研究

(Wilson，200])。因此，用于一个转基因的观察诱导和组织定位是非常有效的。cd、Cu除
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主要诱导MT在中肠的表达外，也诱导MT在脂肪体和马氏管的表达。在脂肪体和马氏管

中，两种基因具有不同的表达模式。这项工作很好地说明了如何利用转基因果蝇来观察已

报道基因的表达水平和组织定位。

在世界范围的果蝇田问种群中，Mtn和Mto的基因结构和表达已观察。最初是在欧洲

的葡萄生产区(那里有一个用CuSO。防治植物病害的历史)发现了对铜的抗性，并且这些

抗性伴随着较商的MT水平(Langeetal．，1990；Maroni etal．，1987；Theodore elal．，1991)。

某些抗性品系携带的Mtn有一个串联重复(tandem duplications)(Otto etal．，1986)。这些抗

性品系在实验研究中显示了增加的金属忍耐性(Otto etal．。1986)，后来对世界范围的1666

个田间种群调查研究发现了4种不同的Mtn串联重复，但是没有Mto(Langeetal．，1990)。

北美和欧洲的品系显示了最高的重复百分比(12-22％)，然而热带非洲的品系没有没有显

示重复的Men(Maroni el以，1987；Theodore et a1．，1991)。但是在Mot重复的频率和环境

中金属污染的程度之间没有相关性。Wilson(2001)认为由n melanogaster迁移造成基因漂

流(gene flow)可能使携带Mtn重复的基因型和金属污染之间的关联变得不明显；Mto重

复是与下面解释不相一致的：MTO主要涉及金属自我平衡，MTN主要涉及金属毒性。

7．3基因复制与基因进化

普遍认为，基因重复是薪基因进化的第一步之一。由于本身的功能毖被2个重复的一

个来维持，另一个重复就可以避开自然选择的压力，同时积累发展一个新功能必需的突变。

如果重复和分歧或趋异的过程被重傲，就会导致有联系但功能不同的基因族，然后进一步

趋异进化(dive*gent evolution)能产生带有不同功能的基因缺少自然发生的，具有功能意

义的．近来起源的重复限制了现象的研究(Ohta，1987)。但是在自然种群中发现的果蝇／d r

基因(Mtn)的重复可能代表一个新基因家族发展的早期阶段。肘m基因的复制分布广泛，

己在四个大陆发现例子，荠且他们是功能性的，携带Mtn重复的果蝇产生更多MTNRNA。

在非选择实验种群中的另一个重复表明果蝇Me*重复可能是多态的(Maroni etaL，1987)。

用来自Mtn区的探针进行限制性酶分析，6个不同的重复型被确定。限制性图谱显示在4

个重复型中，大小在2．2～6．0kb之间的序列被直接串联重复；在其它2个重复中，这种基

础模式由于一个转座因子(Putative wansposable dement)插入到—个重复中而被改变。串

联重复可能通过2个机制产生：(1)非同源断裂和重接：(2)基因侧面有相似序列的DNA

片段之间不等的同源重组。
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一个关于Mtn位点进化的假设是：工业化已经导致对位点表达增加的强烈选择，等位

基因最近已经升到高频率(Maroni etaL，1987．)。重金属增加的水平导致对具高活性特殊等

位基因的选择。如果等位基因的最初频率是104，那么这个等位基因的选择条件是不得不

超过7×10-30假如每年有lO代，它已经到达0．999以上的频率。对Mtn表达的继续筛选

可能把稀有频率当作中间频率，并允许它们扩散到整个种群。Mtn的两个等位基因已经没

发现，即Mtn。和Mm3。由于小的缺失，它们在尺度上不同。并且点突变可能导致Mmo高

的可诱导性(r'neodore elal．，1991)。在欧洲和北美，Mm’是最普遍的等位基因。在非洲刚

果的种群中，只有Mtn3出现，大概反映了其非选择性。另外有人认为Mm’起源于较老的

Mm’，即Mtn。是由Mtn’受非洲外部的环境金属离子污染的选择而来。

8MT的应用

MT已经被应用于医药、食品工业、化妆品和环境治理等行业领域，但昆虫MT的应

用主要集中在环境学方碾。其功能有：

8．1作为环境监测的生物标志物

重金属是环境中的主要污染物之一，在环境科学研究中一直受到广泛的重视。MT的

一个显著特点是能在转录水平上被环境中的金属所诱导，且这种诱导水平与环境中的金属

浓度有真接的相关性。生物体内调节必需金属元素已具有一定的MT基础水平。当周围环

境中和生物体内的金属含量达到一定高的浓度时，才能诱导合成新的MT。通过监测环境

中昆虫MT含量的增加，就能反映环境中金属水平，从而估计出生物受金属污染的状况和

重金属的污染压力。金属硫蛋白(MT)被认为是陆地环境重金属污染的生物标志物，弹尾

虫金属硫蛋白的研究为其作为土壤重金属污染的生物标志物提供了可能性mensbefgen et

以，2000)。

8．2对环境重金属污染的净化功能及其在环境污染治理中的作用

MT在高度诱导以后，能大量地结合重金属，可以推断MT是有效地解离、解毒重金

属的一种生物途径。但对于昆虫来说，其MT毕竟有限，能够结合的金属也有限。因此我

们应该尝试利用基因工程的方法进行相关治理。另外有人报道可利用克隆MT基因的植物

或工程菌或水生生物(包括藻类)来排除环境中受污染土壤或污水中的有毒金属(茹炳根

等，1991；茹炳根，1998)。这为环境重金属污染的治理开辟了一条崭新的道路。目前对昆

虫MT生态服务功能的研究很少，需要作进～步的研究和探讨。

综上所述，关于昆虫金属硫蛋白的研究已经开展一些，但只是集中在少数的昆虫上，

并且只有果蝇研究的比较深入。所以有关昆虫MT的结构、功能和应用的研究有待进一步

拓展和深入。
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第二部分试验研究



第四章镉对棕尾别麻蝇亲代及子代生长发育与繁殖的影响

随着采矿、冶炼、电镀等工业的发展，镉(cd)、铜(Cu)等重金属被排放到环境中，

造成环境的污染，严重威胁着人类的健康和其他动植物的生存。在陆地和水域生态系统中，

昆虫可通过其特定的适宜能力起到积累、转移和代谢重金属的作用。因此。在揭示昆虫对

重金属适应的生物学效应及其机理的基础上，一方面可将这些个体小、世代周期较短且能

繁殖的昆虫用作指示生物，监测环境中重金属污染程度；男方面也可将昆虫体内与其适应

重金属相关物质如金属硫蛋白等用于治理环境的重金属污染。为此，国内外不少学者就此

也作了不少探讨。目前，已明确Cd2．等可对昆虫产生多种慢性的生物学效应。这些效应包

括：体重减轻(Posthuma,1990；Schmidt et aL，1992；Ortel，1996；Sildanchandra and Crane。

2000)、发育历期延长(Gintenreiteretat．，1993a；MoCahonandPascoe，1991；Rayms-Kelleret

aL，1998；Cervera et a1．，2004)、成虫寿命缩短(Ointenreiter et a1．，1993a；Sildanchandra and

Crane,2000；Rayms-Kelleret aL，1998；Schmidt etal．，1991，1992；Laskowski，2001)和繁殖

力下降(VanStraalen etaL，1989；Schmidt etal．，1991，1992；Ginteaxreit∞et口j．，1993a；Niu et

al,，2002；Laskowski，2001；CerveraelaL，2004)等。然而，这些研究多限于考查cd”处理

后对其亲代或当代各发育阶段虫体的生物学效应，而有关这种效应是否会延续至子代则尚

不明确。

棕尾别麻蝇Boettcheriaca(Sarcophaga)peregrina(双翅目：麻蝇科)是一种腐食性、

卵胎生的昆虫。在自然条件下，它主要以富集有大量重金属的腐败动植物、垃圾和粪便等

为食物源。开展重金属对其影响的生物学效应，将该蝇用作指示生物，有望找到适宜的指

标以监测环境中重金属污染状况。为此，本章研究了cd”对棕尾别麻蝇亲代及子代生长发

育和繁殖的影响，为将来开展重金属污染的生物监测提供理论基础与技术参数。

1材料与方法

1．1供试虫源

棕尾别麻蝇系本实验室在人工气候室(25士1℃，L12：D12)饲养多年的品系。幼虫

饲喂人工饲料(麦麸：水：猪肝=3：5：6)。成虫饲喂水和食用蔗糖。

1．2 Cd2+对亲代生长发育与繁殖的影响
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收集成虫8 h内产的幼虫作为亲代(P代)用于实验。将幼虫放入500ml的玻璃果酱瓶

中，每瓶300头。0嬲150 g含cd2+或无cd2+污染的人工饲料。将P干℃幼虫移／k500ml的玻

璃果酱瓶中，分别饲喂含100、200、400和800I．tgc护／g的人工饲料。每隔24h从每瓶中取

出lO头幼虫，用蒸馏水洗净后排空24 h，以吸水纸拭千，先用电子天平(AB204一E，Mettler

Toledo)称重。然后，以x．A．液(二甲苯：乙醇=1：1>处理，待虫体伸长后再用游标卡尺

测量体长(王江峰，1999)：定时考查幼虫历期。取样考查直到对照开始化蛹为止。化蛹后，

继续考查各浓度处理和对照的化蛹率、蛹体长、蛹重和历期。同时，取样所获各浓度处理和

对照的幼虫和蛹，供作其体内cd“含量的测定。待成蝇羽化后，将各浓度处理和对照的刚

羽化雌雄成蝇分开饲养，分别考查雌雄蝇体重与寿命，及雌性比，并选取羽化君第1、5、10、

15和20 d的成虫，作体内cd：”含量的测定。同时，将各浓度处理和对照的羽化后6．7 d的

未交配雌雄成虫一玻璃果酱瓶内，每瓶雌雄成虫各4头，参照cll印m锄等(】995)测定3 h内

的交配率，试验重复3次。交配后，将雌蝇单独转移至放有新鲜猪肝的养虫笼内任其产仔，

测定单头雌蝇的产仔量。

1．3 Cd2+对子代生长发育与繁殖的影响

收集方法1．2各浓度处理和对照的雌蝇所产的幼虫供作F，代，分别转移到不含cd2+的人

工饲料饲养。之后，按方法1．2考查幼虫、蠕和成虫的各项指标，并收集幼虫、蛹和成虫期

各阶段的样品供体内cd2+含量的测定。

1．4 Cd2+含量的测定

参照Niu等(2002)将方法1．2和1．3准备的各样品(幼虫或蛹均为10头，成虫含雌雄虫

各5头)，分别用2．0ml混台酸CHCl04：rlN03=1：5v／v)消化，然后定容到25ml，再用原子

吸收分光光度计(PerkinElmor,AAnalyst 100)测定cd2+的浓度，然后计算样品cd”含量。

每样品均设有3个重复。

1．5数据分析

利用DPS软件(唐启义和冯明光，2002)对各处理指标进行方差分析，再以Duncan’s新

复极差法比较各处理之问的显著性差异。



2结果

2．1 Cd2+对亲代生长发育与繁殖的影响

2．1．1幼虫期

亲代幼虫经不同浓度Cd2+处理后，幼虫体重和体长则受到明显的影响，其中对体重(图

4-IA)(，=14．545，∥=4，P<10．4)和体长(图4-1 B)(F=20，555，af=4，P<104)的

影响程度均受到Cd2+处理浓度的极显著影响，处理浓度越高，体重越轻，体长越短。就幼

虫发育历期而言，cd2+处理则导致其明显延长，其中影响的程度又受至,JCd2+处理浓度的极

显著影响(F=6．940，园r-4，P=0．0002)，处理浓度越高，幼虫龄期延长越明显(表4-1)。
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图事I不同浓度cd斗魁理对棕尾别麻蝇亲代(A，B)和子代(c，D)幼虫体重和体长的影响

Fig-4-1 Effects of c矿at different cODl：eDtrlttiODS OB the body wei咖and body length of Boettcherisca

peregrine larvae It the parental generation(A’B)and the first filial generation(C，D)

数据为平均值±标准差(i±S．D)．Duncan’s新复柽差法检验表明，同一时间具相同小写字母的数据间差

异来达显著水平(|p<0．05)。The values amm船ns}船md8rd dev／atlon．For出c samct／me after蹦Do叫七to

cadmimn，there are not significantly diffetamt among the data with the 8amc lowercase Icttea"at P<O．05(Duncan’s

multiplcrangetcsO．



表4-1不同浓度cd2+处理对棕尾剐麻蝇亲代和子代幼虫历期的影响

Table 4-1 Effects of Cd2+at different concentrations Oil the stadia of最peregrine larvae at the parental

generation{P)and 1he first filial generatjon{F1)

数据为平均值±标准差(i圭sD．)．DImc蜘’s新复撮差法检验衰明，同一列中具相同小写字母的数据间差

异来达显著水平(，<0．05)．The values田℃me,los±standard deviation．In the s蛐1c column，there are not

significantlydifferent amongthedamwiththenJrncIoweecasel8I口砒P<O．05(Duncan’smultiplerangetest)．

2．1．2蛹期

亲代幼虫经不同浓度ce?+处理后，蛹期各项考查指标均受到明显的影响，其中对化蛹

率(，=41．092，af=4。户(104)、蛹重(，；38．862，df=4。P<104)、蛹长度(F=14．320，

dr=4，P<1矿)和蛹期(F=40A95，df=4，P(10-4)均受到Cd2+处理浓度的极显著影响。

处理浓度越高，化蛹率越低，蛹重越轻，蛹长越短、蛹期越长(袭4-2)。

2．1．3成虫期

幼虫经不同浓度Cd2+处理后，对亲代成虫羽化率、雌雄虫体重、交配率、产仔量和寿

命均有明显的影响，其中对羽化率(F=27．607，dr=4'P<104)、刚羽化雌虫体重(，=24．31，

af=4．P<10-4)、雄虫体重(，=18．881。af=4。P<10-4)、交配率(F=62．843，af=4，

P<l矿)、产仔量(F=13．304，df=4，P<10。)、雌虫寿命(，=8．098，af=4，JP=0．0001)

和雄虫寿命(F="／．33t，碍卢4，P=0．005)的影响程度均受到Cd“处理浓度的极显著影响。

处理浓度越高，影响越明显。然而cd2+处理对成虫雌雄性比则无显著影响(F=0．689，dr=4，

P=0 6302)(表4—3)。

2．2 Cd2+Xc寸子代生长发育与繁殖的影响

2．2．1幼虫期

各处理Fl代幼虫若不再经受cd2+处理时，其体重(，=0．356，∥=4，P=0．836)和体

长(F=2．248，拶=4，P=o．1095)(图4一lc，D)，以及幼虫历期(F=O．595，ay=4，P=



0 6663)与对照相比则均未受到显著的影响(表4—1)。

2．2．2蛹期

当各处理FI代幼虫不再经受c∥+处理时，其化蛹率(，=1．082，dr叫，P=0．366)、蛹重

(F=0．084，dr=4，P=0．9862)、蛹长、(F=0．218，af=4，P=0．9272)和蛹期(F=O．112，af

=4．P=0．973)与对照相比则同样均未受到显著的影响(表4-2)。

2．2．3成虫期

当各处理F1代幼虫不再经受cd2+处理时，箕羽化率(F=0．864，af=4，P=0．518)、

雌雄性比(，=0．689，dr=4，尸=0．5302、雌虫体重(，=0．466,df=4，尸=O．7594)、雄虫体

重(F=0．546，dr=4，P=0．7048)、交配率(，=1．194，dr=4，尸；0．371)、产仔量(F=0．029，

af=4，P=0．9983)、雎虫寿命(，=1．053，碍户4，P=0．4279)，以及雄虫寿命(F=O．856，

df=4。P=O．5218)与对照相比则同样均未受至q显著的影响(表4-3)。

2．3各虫态体内的Cd2+含量

幼虫经不同浓度cd2+处理后，亲代体内cd2+含量明显高于对照，且其在变态过程中变

化趋势十分明显(图4-2A)。在幼虫期，随着幼虫发育时间的推移(也臣pcd2+处理时间的

延续)，体内cd2+含量逐渐升高，至蛹前达到高峰，且这种趋势因c酽+处理浓度的升高而

如剧。蛹期cd2+含量陡然下降，这说明幼虫在化蛹前可能捧出体内积累的部分Cd2+。羽化

后，体内cd2+含量继续下降，并渐趋稳定。

当各处理n代幼虫不再经受cd”处理时，cd2+含量在FI代变态过程中变化趋势十分类

似于亲代。但其体内含量极低。这说明亲代中的Cd”通过化蛹和羽化等过程已被大量排出

体外，没有通过产仔传递予其Fl代(图4-2 B)。

3讨论

本文结果表明，棕尾别麻蝇幼虫喂饲含cd2+食物后，其当代或亲代幼虫、蛹和成虫的

大小与体重均受到了显著的影响，其中高浓度处理则尤为明显(图4-1、表4-2和表年3)。

这-与cd2+对陆生昆虫，如弹尾虫Orchesella cintra(Posthuma，1990)、美洲脊胸长蝽

Oncopeltusfasciatus(Cervera e／a1．，2004)、绿纹蝗Aiolopusthalassinu(Schmidtetal．，1992)

和舞毒蛾Lymantria d妇par(Ortel，1996)，及水生昆虫幼虫如摇蚊Chironomus riparius

(Sildanehandra andCrane，2000)的影响是类似的。就cd2+处理后导致棕尾别麻蝇亲代幼虫



历期和蛹期明显延长(表1—1、表1-2和表l，3)的结果，在其他昆虫，如绿纹蝗(Schmidt

etal．，1991)、舞毒蛾(Gmtenrdteretal．，1993a)，摇蚊(MeCahon andPascoe，1991)、埃

及伊蚊Aedes aegypti(Rayms—Keller e／al，，1998)和美洲脊胸长蝽(Cervera et a1．，2004)中

也有类似的报道，其中当绿纹蝗将卵产于100 mg CdCl2／kg土壤中时，自卵发育至成虫的时

间比对照延长了一倍(Schmidt et a1．，1991)。相反，cd2+处理后则导致棕尾别麻蝇亲代成

虫寿命明显缩短，这与在绿纹蝗(Schmidtet越，1991，1992)、摇蚊($ildanchandra andCrane，

2000)和豌豆蚜Acyrthosiphonpisum(Laskowski，2001)中所观察到的情况是一致的。出现

上述这些现象的原因在一定程度上反映了体重的减轻与历期延长可能是紧密相关的，Cd2’

处理后发育历期的延长在一定程度上可能是补偿了重金属抑制昆虫生长的一耪策略

(GintenreiteretaL．1993)。这可从下面的实例得以旁证，如Cd”处理后美洲脊胸长蝽必须

生长达到一定体重时才能蜕皮变成新虫龄：当其体重与对照相同时，则蜕皮时间与对照一致，

而那些体重较对照轻的个体则羽化时间明显延迟。且体重的减得越轻，延迟时闻的越长

(Cervera elaL，2004)。鳞翅目幼虫也要达到一特定的体重才能成功地化蛹(G-intenreiteret

aL。1993)。这种规律是否普遍存在有待进一步研究归纳。

本文结果表明，c矿处理能明显抑制棕尾别麻蝇亲代的交配和产仔能力，高浓度处理

时，抑制作用则更显著(表4-3)。这与在绿纹蝗(Sehmidt et aL，1991，1992)、舞毒蛾

(Gintenreiter et aL，1993)、豌豆蚜(Laskowski，2001)、家蝇Musca domestica(Niu et a1．，

2002)和美洲脊胸长蝽(Cervea'a et吐，2004)中所观察到的现象是类似。究其原因，可能是

cd2+处理后导致了昆虫生殖器官的非正常发育。

有关cd”对绿纹蝗(Schmidt et a／．，1991)和美洲脊膊长蝽(Cervera et aL，2004)子代

卵孵化影响的结果显示，当幼虫期遭受Cda+污染后，其羽化成虫所产卵的孵化率明显下降。

其原因是cd”对卵胚胎发育产生了毒害作用(Sehmidt et a1．，1991)。本文结果表明，cd”

处理导致了棕尾别麻蝇的产仔量的显著下降。考虑到该蝇营卵胎生的习性，可推测产仔量的

显著下降原因可能就是有些卵在产仔前未能正常孵化所致，从这点来看是与前人的结果是相

似的。但具体究竟如何则有待解剖观察验证。本文结果还表明，一旦产仔后，其子代在不再

经受Cd2+处理的前提下，其生存、生长发育和繁殖则不会受到显著的影响。其原因在于cd”

处理后仅能在亲代高浓度地累积，但随着化蛹和羽化过程已经被大量地排出体外了，而没有

通过初孵化传递予予代。可见，c矛+对亲代的影响不能传递至下一代。

综上所述，cd”对棕尾别麻蝇亲代幼虫、蛹和成虫的多项生物学特性影响是显著的，

其中幼虫体重与体长、幼虫历期与蛹期，及产仔量所受影响更为显著。因此，若用该蝇监

测cd”污染程度，可首选考查这几个指标，使监测的灵敏更高。是否适用尚待实践验证。
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图4-2不同浓度cd抖处理后棕尾别麻蝇亲代(A)和F，代(B)变态过程中体内cd工+浓度的变化

Fig．4-2ChaagelofCd“coⅫtrmt|onlm且弘鸭}r妇fduringitsmttamorphosisattheparental generafloa

(A)and the first filial generation㈣after exposure to Cd“at different concentrations

L1、L2、L3、L4和L5分别表示幼虫经c矿处理后的第1、2、3、4和5天：P表示蛹期：Al、A5、A10、

A15和A20分别表示成虫羽化后的第1、5、10、15和20天．LJ，L2。L3，L4and／．5me蛐thelarvae011thel st,

2nd，3rd,4th and 5lll day after exposure tO c矿，rt*i％tiveJy；P IB目tnS pupal stage；A1，A5，A10，A15 and A20

mca，】the adults∞the Ist,5th，10出，15th and 2D th出Iy after·：e|osion，respectively fw：fresh weight

(『t临宕／∞Tf
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第五章铜对棕尾别麻蝇亲代及子代生长发育与繁殖的影响

尽管铜是必要的微量营养元素，但是过度吸入在一定条件下是有毒的(Bremner，t998)。

铜中毒的易感性由许多因素而定，如物种、遗传、年龄和食物。在陆地生态系统中昆虫种类

多、数量大、分布广，往往会取食、转移和代谢环境中的铜，因此研究铜对昆虫的影响是重

要的。目前有关Cu对昆虫影响的研究还较少，且主要集中于C'Il在昆虫中的积累和吸收方

面(Crawford et以，1990；Crawtbrd etaL，1995；Gintenreiter etaL，1993；Lindovist，1992)。为

此，本章研究了c}11对棕尾别麻蝇亲代及子代生长发育和繁殖的影响，并与第四章Cd的影

响作对比，一方面表明了不同重金属对同一昆虫生长发育和生殖的影响程度，另方面也为将

来开展重金属污染的生物监测提供理论基础与技术参数。

1材料与方法

1．1供试虫源

棕尾别麻蝇来源及饲养方法同第四章1，1。

1．2 Cu2+对亲代生长发育与繁殖的影响

收集成虫8 h内产的幼虫当作亲代(P代)用于实验。将P代幼虫移入500 ml的玻璃果

酱瓶中，分别饲喂含200、400}n800、1600agCu2+，g的人工饲料。考查指标及方法同第四章

1．2。

1．3 Cu2+对子代生长发育与繁殖的影响

收集方法1．2各浓度处理和对照的雌蝇所产的幼虫供作F，代，分别转移到不含oP的人

工饲料中饲养。之后，按方法1．2考查幼虫、蛹和成虫的各项指标，并收集幼虫、蛹和成虫

期各阶段的样品供体内cu2+含量的测定。

1．4 Cu2+含量的测定

参照Niu等(2002)将方法1．2和113准备的各样品(幼虫或蛹均为10头，成虫含雌雄

虫各5头)，分别用2．0ml混合酸(HCl04：rlN03=1：5v／v)消化，然后定容N25ml，再用原

子吸收分光光度计(PerkinEhner,AAnalysl 100)剥定cu2+的浓度，然后计算样品C，+含量。

每样品均设有3个重复。
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1．5数据分析

采用DPS软件(唐肩义和冯明光，2002)对各处理指标进行方差分析，再以Duncan’S新

复极差法比较各处理之间的显著性差异。

2结果

2．1对亲代生长发育与繁殖的影响

2．1．1幼虫期

亲代幼虫经不同浓度Cu2+处理后，幼虫体重和体长则受到明显的影响，其中对体重(图

5-1A)(F=7．577，af=4，P一0．0013)和体长(图5-1 B)(，=13．815，df=4，JP<10。)的

影响程度均受到Cu2+处理浓度的极显著影响，处理浓度越高，体重越轻，体长越短，但低

浓度的Cu2+(200txg／g)不仅对体重和体长无抑靠4作用，反而有促进作用。就幼虫发育历期

而言，cu2+处理则导致其明显延长，其中影响的程度又受到c一处理浓度的极显著影响(F

=3．398，df=4，P<1旷)，低浓度(200u眈和400¨g／g)处理无显著影响．高浓度(800u眈

和1600 u Yg)处理，幼虫龄期明显延长(表5-1)。

表s-1不同浓度cu“处理对棕尾别麻蝇豢代和子代幼虫历期的影响

Treble 5-1 Effects of Ca抖it differmt啪咖trI岫●ou the stadia of矗"抽曲。r豇棚p打喏出e larvae 8t the

ptreutal geueragou口’tad the first flfltl genernliall但1)

Stadium 0a)

(ug／g)
lst instar 2nd in嗣ar 3rd instar

P Fl P Fl P F

200

400

800

1600

14．29士2．02b 14．29±2．028 26．67士2．52 c 26．67士2．52 a 76．00±1，00 c 75．67士3．5l a

】4 33±l 53 b 14．33±1．53 a 28．33±2 52 be 28．33±2．53 a 79．33±2．08 C 75．00±4．58 a

1767士0 58 ab 1400士1．00 a 32．02±2．65b 29．13±1．80 a 95．04±3．02b 79．17±2．51 a

20．33±2．52 a 13 20±2．16 a 40．00士200 a 28．00±1．40 a 115．33士】I．85a 74．62士3．38 a

CK 14．57±1．69b 13．90±I．15 a 28．67±】．53 bc 2967±1．53 a 74 33±4．04 c 7433生4．04 a

数据为平均值±标准差(i圭s．D．)，同一列中标有不同字母表示差异显著(．P<O．05，Duncan新复校差法

检验)．Thevalues areml!an$±standarddeviation．Inthe samecolumn，them am-／lot significantly different among

the datawiththe smclowercaselctlcr atP<0．05(Duncan’smultiple rangeted)．
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圈s-l不同浓度Cuz+处理对橡尾别麻蝇亲代(A'B)和予代(C D)幼虫体重和体长的髟晌

Fig．5-1EffectsofCuhatdifferent coBceutrJliolt$oltthebodyweightandbodylent-th of且peregrinelarvae

at the parental generation(A’B)and the first filial Renermtlon(C，D)

数据为平均值±标准差(i士sD．)，柱子上标有不同字母表示同一时问不同种群间差异显著(P‘0．05，

1)uncsn新复极差法检验)．The values a∞mesrts±standard deviation．For the ssnte time after exposure to

cadmimn,there arenot si印访锄nydiffeTeotamongthedatawiththes蜘砖]owex娜eIotterB￡，(0．05(Dnncan’s
multiplerⅢ39etcm、．

2．1．2蛹期

亲代幼虫经不同浓度Cu2+处理后，蛹期各项考查指标均受到明显的影响，其中化蛹率

(F=111．128，af=4，P<l矿)、蛹重(F=182．183，df=4，P<1旷)、蛹长度(F=29A76，矽

=4，P<104)和蛹期(F=11．489，∥=4，P=0．0009)均受到cu2+处理浓度的极显著影响。

但低浓度处理和高浓度处理后的影响不一样。低浓度(200u8幢}a400 u留电)蛹重变重，蛹

长变长(表5-2)：而高浓度Cu2+(800pg幢和1600ug，g)处理的幼虫，化蛹率比对照明显

下降，蛹重变轻，蛹长变小，蛹期延长(表5-2)。

2．1j成虫期

幼虫经不周浓度cU2+处理后，对亲代成虫羽化率、雌雄虫体重、交配率、产仔量和寿



命均有明显的影响，其中对羽化率(，=56．207，af=4，P<104)、月Ⅱ羽化雌虫体重(F=74．183，

∥=4，P<1矿)、雄虫体重(F=156．302，af=4，P<l矿)、交配率(F=3．721，df=4，尸=

0．0115)、产仔量(F=5】．46，af=4，P(】0-4)、雌虫寿命(，=4．531，dr=4，P=0．024)和

雄虫寿命(F=7．022，df=4，尸=0．0022)的影响程度均受到cu2+处理浓度的极显著影响。处

理浓度越高，影响越明显。然而cu2+处理对成虫雌雄性比则无显著影响(，=o．18，dr=4，P

=0．9435)(表5-3)。

2．2 Cu2+对子代生长发育与繁殖的影响

2．2．1幼虫期

各处理Fl代幼虫若不再经受cu2+处理时，其体重(，=2．336，dr--4，P=0．0996)和体长

(，=1．576，dr=4，P=O．2287)(图5—1C，D)，以及幼虫历期(，=1．201，dr=4，，；0．381)

与对照相比则均未受到显著的影响(表5．1)。

2．2．2蛹期

当各处理Fl代幼虫不再经受cu2+处理时，其化蛹率(F=o．557，af=4，P=o．6972)、蛹

重(F=0．604，dr=4，P=O．6684)、蛹长(F_0．869，dr=4，P=0．49)、和蛹期(，=1．410，∥

=4．．P=O．2994)与对照相比则同样均未受到显著的影响(表5-2)。

2．2．3成虫期

当各处理Fl代幼虫不再经受Cu“处理时，其羽化率(，=O．18l，矽=4，P=0．9429)、

雌雄性比(，；0．434，df=4，P=0．7815)、雌虫体重(，=0．741，at--4，P=0．585)、雄虫体

重(，=O．98，矿=4，P=0．4606)、交配率(F=0．079，df=4，P=0．9879)、产仔量(F=1．837，

df=4，P=O．1438)、雌虫寿命(F=1．019，矽；4，P=0．4215)，以及雄虫寿命(，=0．954，df

=4．P=0，4729)与对照相比则同样均未受到显著的影响(表5．3)。

2．3 Cu2+在棕尾别麻蝇各虫态中的含量

幼虫经不同浓度Cu2+处理后，亲代体[J日Ell2+含量明显高于对照，且其在变态过程中变

化趋势十分明显(图5-2A)。在幼虫期，随着幼虫发育时间的推移(也即Cu2’处理时间的

延续)，体内cu2+含量逐渐升高，至蛹前达到高峰，且这种趋势因Cu2+处理浓度的升高而

加剧。蛹期cu“含量度陡然下降，这说明幼虫在化蛹前可能排出体内积累的部分cu2+。羽

化后，体内cu2+含量继续下降，并渐趋稳定。



当各处理F1代幼虫不再经受Cu”处理时，Cu2+含量在F，代变态过程中变化趋势十分类

似于亲代，但其体内含量极低。这说明亲代中的cu”通过化蛹和羽化等过程已被大量排出

体外，没有通过产仔传递予其F。代(图5—2 B)。

3讨论

本文结果表明，栋尾别麻蝇幼虫取食含cu2+食物后，其当代或亲代幼虫、蛹和成虫的

大小与体重均受到了显著的影响，其中高浓度处理则尤为明显(图5-1、表5．2和表5—3)。

但低浓度的cu”如(200 ug，g)会促进棕尾别麻蝇的生长，只有高浓度的cf+才和cd2+一

样抑制棕尾别麻蝇生长(Posthuma，1990；Cervera etaL，2004『；Schmidt etal．，1992；Ortel，1996；

Sildanehandra and Crane,2000)。就高浓度c112+处理后导致棕尾别麻蝇亲代幼虫历期和蛹期

明显延长(表5-1、表5-2和表5-3)的结果，与c矿对昆虫的影响是相类似的(Schmidt“

a1．，1991：Cfintenrdter etal．，1993a；McCahon andPascoe,1991；Rayms-Kellar e／a1．，1998；

CerveraetaL，2004)。相反，高浓度cu2+处理后则导致棕尾别麻蝇亲代成虫寿命明显缩短，

这与cd“的影响也是相类似的(Sehmidt Pf a1．，1991，1992；$ildanehandra and Crane,2000；

Laskowski，2001)。出现上述这些现象的原因在一定程度上反映了体重的减轻与历期延长可

能是紧密相关的， 重金属处理后发育历期的延长在～定程度上可能是补偿重金属抑制昆虫

生长的一种策略(Gintenreitere／a1．，1993)。这可从下面的实例得以旁证，妇cd”处理后美

洲脊胸长蝽Oncopeltus fasciatus必须生长达到一定体重时才能蜕皮变成新虫龄；当其体重

与对照相同时，则蜕皮时间与对照一致，而那些体重较对照轻的个体则羽化时间明显延迟，

且体重的减得越轻，延迟时间的越长(Cea'vera甜a1．，2004)。鳞翅目幼虫也要达到～特定的

体重才能成功地化蛹(am∽itef etal．，1993)。这种规律是否普遍存在有待进一步研究归

纳。

本文结果表明，高浓度的cu2+处理能明显抑制棕尾别麻蝇亲代的交配和产仔能力(表

5-3)。这与cd对昆虫的影响是类似的(Sehmidt efaL，1991，1992；Gintemeiter etal．，1993；

Laskowski,2001；Niu et a1．，2002；Cervera et a1．，2004)。究其原因，可能是Cu2+处理后导

致了昆虫生殖器官的非正常发育。

本文结果还表明，一旦产仔后，其子代在不再经受Cu2+处理的前提下，其生存、生长

发育和繁殖则不会受到显著的影响。其原因在于处理后Ca2+仅能在亲代高浓度地累积，但

随着化蛹和羽化过程已经被大量地排出体外了，而没有通过初孵传递予予代。可见，cu2+

对亲代的影响不能传递至下一代。
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袁5-3不同浓度Cn2+处理对棕尾别麻蝇亲代和子代成虫有关生物学特性的影响

Table 5-3 Effects of Cul+at different concentrations on biological eharaclers Df晟peregrine adults at the

parental generation(P)and the first filial generation(F0

parameters G。训。 竺．!!!!竺竺竺三尘!生一 一一 cKG舶锄6orI— 010

200 ug／g 400 p g／g 800 p g幢 1600 pg／l

教据为平均值土标准差(i±s．n)．同一行中蠡据后标有不同字母囊示差异显著(P‘0．05．Dtl呲ml新复极差法检

验)·Thevalues哦m啪s±s咖1d耐deviation．Inthesamerow,theTearenotd删矗∞Ⅱtlydifferent锄ongthe
datawiththe saxnel㈣letteratP<0．05(Duncan’smultiplerangetest)．fw：freshw戚sht．

综上所述，cp对棕尾别麻亲代幼虫、蛹和成虫的多项生物学特性影响是显著的，其

中幼虫体重与体长、幼虫历期与蛹期．及产仔量所受影响更为显著。因此，若用该蝇监测

Cu2+污染程度，可首选考查这几个指标，使监测的灵敏更高。具体是否适用。尚待实践验

证。
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图5-2不同维度Ca抖处理后棕尾捌麻蝇亲代(^)和F1代(B)变杏过程中体内Cu计浓度的变化

Fig．$-2Changes efCu2+concmtrathm佃&p荫e器嘲。duringitsmct-mofpho出“theparentIlgeneration

(A)andthefirstfilial generation固after exposuretoCu“atdifferent∞ncmtratJons．fw：freshweight

L1、L2、L3、L4和L5分别表示幼虫经cu抖处理后的第1、2、3、4和5天；P表示蛹期；AI、A5、A]O、

A15和A20分别表示成虫羽化后的第1、5、10、15和20天．Ll，L2，L3，L4 andl．5m锄thclarvaeonthelst,

抽d 3rd,4曲and 5tbday afterexposm'etoCu”，respoetively；Pmcmgspupa／stage；A1，A5，AlO,A15 andA20

mean也eadultsontlaelst#th，10th，15thand20m day afteredosion，rcspc￡|ively．fw：freshweight．



第六章镉和铜在棕尾别麻蝇体内的积累及其排泄

Cd2+和cu2+对棕尾别麻蝇的生物学特性有负面影响，如体重，体长，化蛹率，羽化率，

龄期，寿命，生育力(产仔量)。但一定浓度的cd”不会引起棕尾别麻蝇大量死亡，原因

可能是昆虫对Cd：+有特定的吸收和解毒机制。例如通过消化道脱落物排泄金属以保证它们

体内仅保留低浓度的cd2+(Van S订aalan etal．，1987)：又如有很多储存器官(如中肠、马氏

管一肛道复台体、回肠、脂肪体、表皮和生殖道)可以储存c∥(BaUan．Dufi'ancais,2002)；

诱导产生镉结合蛋白也可结合并储存cd+(Aoki e／a1．，1984)；解毒酶和抗氧化酶也在其中

起了重要的作用(Wang etal，，2001)。7解-Cd2+和cu2+在棕尾别麻蝇体内的分布和累积状况

是解释这些的基础。金属在昆虫体内蓄积与排泄已经有不少的报道(Bangtsson etaL．1985；

Van Stra出en e／d￡，1987；Posthuma，1990；Heliovaara and Vaisanea,1990；Posthuma甜口f．，1992；

Lindqvist，1994；Tochimoto etaL，2003；Cervera etal．，2004)。Crawford等(1990)证明甜

菜蚜Aph8fabae取食Cu和cd污染的寄主植物蚕豆后，积累TCd但没有积景cu。甜菜蚜

排泄了很多铜，但只排泄了少量的Cd(Crawford etal．，1995)。Crawford等(1996)报道非洲

飞蝗Locusta migrato—a可以有效的调控食物中过多的cu，但是不能有效调控食物中过多的

Cd。本章的主要目的是监测cd2+和cu2+在棕尾别麻蝇(Boettcheriscaperegrina)幼虫生长发

育过程中积累和排泄的变化，为了解重金属在昆虫体内的运转、沉积、排泄等提供依据，并

为揭示昆虫在污染条件下对金属的调控作初步的探索。

l材料与方法

1．1供试虫源

棕尾别麻蝇来源及饲养方法同第四章1．1。

1．2实验设计

收集成虫8h内产的幼虫用于实验。把幼虫放2',500ml的果酱瓶中，罐瓶100头。喂食

含cd2+或无污染的人工饲料。5个c矿浓度为：0、100、200、400}f1800 u g Cd2+／g，每浓度

设3个重复。51'Cu2’浓度为：0、100、200、400和800 p gcu2+／g，每浓度设3个重复。Cd2’

的溶液用CdCh·2．5 H20和蒸馏水配制。然后与麦麸、猪肝按比例混匀从而得到cd2+的最
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后测试浓度。cu2+的溶液用cuch·2 H20和蒸馏水配制，然后与麦麸、猪肝按比例混匀从

而得NCu2+的最后测试浓度。

每隔24 h从每个瓶子中取出lO头幼虫(直到对照开始化蛹)。取出的幼虫用蒸馏水洗

净后放在含有少量水的玻璃瓶中排空24 h，然后分别将幼虫和摊泄物进行消化，定容，最后

用原子吸收分光光度计(Perkin Elm日，AAna|yst 100)测Cd2+或C-u2+含量。把老龄幼虫放到

干燥的内有碎滤纸的果酱瓶中进行化蛹，化蛹后，取蛹和碎滤纸(老龄幼虫的排泄物)测量

cd2+或cu2+含量。羽化后，取走蛹壳，把成虫放入果酱瓶中排泄24 h，最后取走成虫，并洗

取瓶壁上的成虫排泄物，进行cd2+或cu2+含量的测定。

13Cd2+或Cu2+含量的测定

幼虫(10头幼虫，重复)、蛹(10头幼虫，重复)、成虫(5头雌虫与5头雄虫，重复)、

幼虫排泄物(10头的排泄物，重复)和成虫捧泄物(10头的排泄物／重复)分别用2．0ml混

合酸(HCl04：HNO产l：5 v／v)消化(Niu甜以，2002)，然后定容到25 ml。金属含量测定

采用原子吸收分光光度计(Pcrkin Elmer,AAn出yst 100)。

1．4数据分析

采用DPS软件(唐启义和冯明光，2002)对各处理指标进行方差分析，再以Duncan，s新

复极差法比较各处理之间的显著性差异。

2结果

2．1 Cd2+在幼虫中的积累与捧泄

图6-1结果表明，棕尾别麻蝇幼虫取食含cd2+的食物5天内。虫体中的Cd2+含量始

终明显多于排泄物中含量(F=10．518，dr=l，P=0．0022)，平均体内积累的c矿占摄取

量的83．78％，而排泄的只占16．22％。棕尾别麻蝇幼虫体内cd2+的积累量并不与处理的

cd2+浓度成比例，当cd2+浓度在200 u gg以下时，Cd”浓度越高，虫体内cd2+含量越

高；但cd”浓度超过200 H如时，Cd“浓度升高，虫体内的cd2+含量反而下降。同样，

棕尾别麻蝇幼虫对cd2+的捧泄也不与处理的Cd2+浓度成比例，当Cd2+浓度在200．g倌

以下时，cP浓度越高，幼虫排泄的Cd”越多；但c一+浓度超过200llg，g时，Cd”浓

度升高，幼虫排泄的Cd”反而减少。



取食实验中各种cd2+浓度的食物，棕尾别麻蝇幼虫在体内连续积累Cd2+的趋势都是

一样的：都随着处理时间的延长，不断在体内积累，然后化蛹前稍微有点降低。棕尾别麻

蝇幼虫在不同时间对cd2+的排泄规律与积累的趋势相类似(图6-2)。

2．2 Cd2+在变态过程中的变化

从表6-1可以看出，幼虫积累在体内的cd2+大部分在变态过程中随着幼虫排泄物、蛹

壳和成虫排泄物排出，只有少部分(30％左右)留在成虫体内，高浓度(800 1．t g／g)时留

在体内百分含量比较高，达到56．12％。

2．3 Cu2+在幼虫中的积累与捧泄

图6．3结果表明，棕尾别麻蝇幼虫取食含ctl2。-的食物后，虫体中的cf+含量和排泄

物中含量基本相当，即无显著差异(，=o．0j1，a／=1，尸；0．9168)。平均体内积累的Cu2+占

摄取量的50．78％，而排泄的只49．22％。棕尾别麻蝇幼虫体内cn2+的积累量基本上与处理

的cp浓度成比铡。同样，棕尾别麻蝇幼虫对Cu2+的捧泄也与处理的cu2+浓度成比例。

对于所有测试浓度的Q，，棕尾别麻蝇幼虫连续在体内积累Cu2+的趋势都是一样的：

都随着处理时间的延长，不断在体内积累，然后化蛹前稍微有点降低。除96h时外，棕尾

别麻蝇幼虫在不同时间对cI产的捧泄规律与积累的趋势类似(图6-4)。

2．4 CU2+在变态过程中的变化

从表6，2可以看出，幼虫积累在体内的cu2+大部分在变态过程中随着幼虫排泄物、蛹壳

和成虫排泄物排出，只有少部分(30％左右)留在成虫体内，高浓度(800 ug／g)时留在体

内百分含量比较高，达到40．56％。

3讨论

一般影响动物对金属积累的与食物有关的因素有：食物中金属浓度、食物摄取率、食物

金属的吸收率(Thomann，1981；Spacies and Hmelilll(，1985；Luoma e／aL。1992；Wang and

Fisher,1996；Manger andHare,2000)。本文的试验证明，棕尾别麻蝇幼虫取食含有cd2+的

饲料后，把大部分cd2+连续积累在体内，小部分通过排泄系统排泄掉，但幼虫在体内的积

累量并不与食物的浓度成比例，可能是当体内的浓度超过某个水平时，棕尾别麻蝇就加强了



排泄调控。而高浓度的处理(800ug／g)，积累量和排泄量都降低了，可能是幼虫中毒较重，

摄取能力下降，排泄能力下降。与我们的结论类似，Crawford等(1996)报道非洲飞蝗Locusta

migratoria可以在体内积累cd，并认为cd积累是一个连续过程。cd积累也在其它昆虫中发

生，如黑腹果蝇西∞印^ff口melanogaster(Maroni andWatson，1985)、舞毒蛾Lymantriadispa

(Gintertreiter el以，1993a)、松尺蠖Bupalus p加妇，fⅪ和松夜蛾Panolis加mmea

(Heliovanra and Vaisanen，1990)、弹尾虫Orchesella cincta(Hensbergcn el a1．，2000)、美

洲脊胸长蝽Oncopeltusfasciatus(Cervo'a el aL，2004)。与必需金属相比，昆虫体内的Cd

浓度更多的取决于环境中cd污染程度(Van Samalen el a1．，1987；Roth-Holzapfel and Funke,

1990)。Lindqvist(1995)也报道黄粉虫Tenebrio molitor幼虫体内的Cd浓度和食物中的

浓度有很强的相互关系，从而认为黄粉虫幼虫不能调控体内Gd浓度。但是L／ndqvist(1994)

认为当昆虫成熟时分泌能力提高，所以Cd不会被积景。这可能只是昆虫对食物中低水平锾

的调控。Cd在昆虫体内的积累可能是由于产生金属结合蛋白(如金属硫蛋白)和效率有限

的Cd排泄系统(Stamher et dt，1980；H∞sb哪衄el a／．，2000)。

而棕尾别麻蝇取食含cu2+的饲料后，积累Cp的量和捧泄cu2÷的量大体相当，随着处

理时间的延长，不断在体内积累，而且积累量和排泄量基本上与处理的Cu2+浓度成比例。

同样，Poulson等．(1952)观察到黑腹果蝇n melanogasWr幼虫积累的cIl大体与食物中的

浓度成比例。另外·有人报道松尺蠖丑piniaris(Hdiovaara and Vaisancn．1990；Lindqvist,

1994)和角石蛾Stenopsyche marmorata(Toehimoto et a1．，2003)也积累cu。相反，有人报

道甜菜蚜Aphisfabae取食Ql污染的寄主植物蚕豆后，没有积累Cu(Crawfordelal．．1990)，

其原因是甜菜蚜分泌排泄了很多cⅡ而把体内的含量维持相对稳定的水平(Cmwford et nt．

1995)。Crawford等(1996)报道非洲飞蝗L migratoria也通过排泄有效地调控食物中过

多的Cu，使昆虫体内的cu保持在一定水平，进而推导出昆虫体内的Cu水平与处理时间无

关(Crawford e'／aL，1996)。这可能是昆虫对食物中低水平cu的调控。

有人对那些生活在废弃炼铜厂的无脊椎动物进行金属含量的调查，结果表明许多初级消

费者能调控cu，但是不能调控Cd(Rabitsch，1995a,b,c)。杂食性的蚂蚁(Rabitseh．1995b)

显示了相似的体内调控ch的能力，然而对Cd没有调控能力，所以其体内Cd的水平与其生

活地cd浓度密切相关。一般在较高的营养层能有效的调控cu和cd的水平(Rabitsch．

1995c)。但是在实验地提高铅的水平会扰乱体内金属代谢，特别是在低的金属水平。另外，



昆虫对金属的反应与发育期有关。舞毒蛾L．d括par刚孵化幼虫比在对照食物中长大的4龄

幼虫对食物中的Cu和cd敏感(Gintanreiteret a1．，1993b)。Fi代体内积累的金属量增加也

反应cu和cd的生物积累(Gintenreiterel a1．．1993b)。目前已证明cu和cd主要积累在昆

虫中肠(Suzuki et aL，1984；Maroni andWatson，1985；Hensbergen，2000；Niu etal．，2002)。

棕尾别麻蝇幼虫取食含重金属的食物后．重金属在体内的积累和排泄是动态变化的。金

属在昆虫体内的动力学紧密联系着昆虫的生理，因为中肠上皮细胞在每一次蜕皮时再生，老

的上皮细胞作为肠的代谢物排出。Posthuma等(1992)弹尾虫体内的90％的cd积累在中肠，

每次蜕皮只有35％的Cd排泄。这就有两种可能：～半以上的Cd不在同一层上皮细胞，也

不在基膜：老上皮细胞中的Cd被新的上皮细胞再吸收。

棕尾舁J麻蝇幼虫体内积累的Cd2+或Cu2．在变态过程中随著幼虫摊'}||I物、蛹壳和成虫

排泄物排出，只有少部分留在成虫体内。类似的报道有很多，如cd浓度在双翅目(Aoki and

Suzuki，1984；TimmermansandWalk,r,1989)、鳞翅目、膜翅目(Liudqvist。1992)和鞘翅目

(Lindqvist and Block，1995)昆虫变态过程中逐渐降低。变态过程对昆虫生理有很大的影

响。因为在变态过程中，许多器官遭到破坏，由胚胎细胞发育来的新器官又重建，然而其

它器官没有太大的变化就变成成虫的器官(Wigglesworth，1974)。对于双翅目来说，来自

幼虫的组织在蛹期被藩孵、吞噬，组织几乎全部重建，中肠上皮细胞也不理外(Chapman．

1982)。在这个过程中，部分cd可髓脱离中肠上皮，而进入肠腔，羽化后被成虫排出体外；

部分cd留在中肠上皮或进入那些未重建器官，这部分cd留在体内。另外，c矿和cu2+也

积累在昆虫体壁(Niu，2000)，这意味着Cd在变态过程中随蛹壳排出体外。

总之，我们的结论是Cd2+；f0Cu2+都能在棕尾别麻蝇幼虫体内积累，积累的量与处理时

间及食物中c矿和cu2+浓度密切相关，同时幼虫可以排泄cd2+和cu2+其中对cu2+的排泄

能力比对cd”的捧泄能力强。昆虫体内cd2+和cu2+被分成睡部分：一部分在中肠上皮及

分泌物，这部分在变态过程中可能随着幼虫排泄物和成虫排泄物排出；另一部分在中肠上皮

或其它组织，除了体壁中的cd2+外，这部／y}Cd2+在变态过程中不会排出。



表6_l变态过程中幼虫、成虫及代谢废物内金属含量(¨g，头)

Table6-1Heavymetal contents{u g，individual)inthelarvae,adult andwastematterduringmetamorphosis

注：数据为平均值±标准差(孑±s．D．)。括号内的值表示与幼虫比的百分率。Note：E4ch valuerepresentsthe

1TICOA3±standard deviation．Thevaluesinthcpm-cmthcses repre∞nt p．㈣rageova"larvaevalue．
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第七章镉和铜在棕尾别麻蝇组织器官中累积分布

昆虫有很多储存器官(如中肠、马氏管．肛道复合体、回肠、脂肪体、表皮和生殖道)，

均可以储存重金属(Ballan-Dufrancais，2002)：但在昆虫的主要储存和排泄器官——脂肪体

和马氏管中重金属金属含量并不高，而在消化道，尤其是中肠部分重金属含量却相当地高

(Suzuki et a1．，1984；Maroni and Watson，1985；Postma et a1．，1996；Hensbergen，2000；Niu et

口t．2000)。铜主要在中肠的杯状细胞(euprophilie cell)被吸收，锌和铜在马氏管被吸收，

镉在中肠上皮细胞被吸收(Durliat el aL，1995)。但是这些研究只是建立在某一时刻的基础

上，也就是说重金属在昆虫生长发育过程中的动态定位尚未有报道，这不能为了解重金属在

昆虫体内的运转、沉积、排泄等提供依据。本实验通过解剖棕尾别麻蝇(Boettcherisca

peregrina)的幼虫来定位重金属cd：”和Cu2+，为揭示昆虫在污染条件下的解毒机制作一个初

步的探索。

I材料与方法

1．I供试虫源

棕尾别麻蝇来源及饲养方法同第四章l，I。

1．2解剖

将产下I d的幼虫分别放入含400 ug／gc一+和400 p靠cIP的人工饲料中，任其自由

取食，每隔24 h取出部分幼虫置于箍有少量水的容器中，让其排泄一段时间，然后解剖取

样。具体解剖的步骤为：把幼虫放在载玻片上，用解剁针刺破表皮，用毛细管吸去血淋巴，

然后用眼科小剪刀自虫体末端沿体壁剪向口沟。在显徽镜下解剖，用解剖针拨开体壁，逐渐

剥掉成片的脂肪体，去掉气管及徽气管，整个消化道及马氏管即暴嚣出来。

1．3取样

lO头幼虫被解剖并分成血淋巴、表皮、中肠、消化道(除中肠)、马氏管、脂肪体六部

分，分别放入预先用电子天平(AB204．E，MettlerToledo)称重的小玻璃瓶中，然后放入冷

冻干燥机(Alpha 1-2，Christ公司)冷冻干燥，再称重，两次的重量之差就是器官的干重。

1．4Cd2+和Cu2+含量测定
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Cd2+和Cu2’含量测定方法同第四章1．4。

l。5数据分析

利用DPS软件(唐启义和冯明光，2002)对各处理指标进行方差分析，再以Dllncsa'l’s新

复极差法比较各处理之间的显著性差异。

2结果

2．1 Cd2+在幼虫各组织器官中的分布

由图7-1可知，无论处理时间长短，棕尾别麻蝇各器官中的cd”含量差异显著(P=

16．184，∥=5，，<104)，以中肠中的cd廿含量为最高，其次是除中肠外的消化道，而脂肪

体、表皮、马氏管、血淋巴中cd2+含量较低。说明cd2+被棕尾别麻蝇幼虫取食后主要分布

在消化道，尤其是中肠部分。但中肠单位干重的Cdz+含量并不是最高的，它仅次于马氏管，

而其它器官中的cd2+浓度都较低(图7-2)。

2．1 Cu2+在幼虫各组织器官中的分布

由图7-3可知，无论处理时间长短，棕尾别麻蝇各器官中的c铲+含量差异显著(P=

19．585，∥=5，F<l∥)，以中肠中的Cu2+含量为最高，其次是除中肠外的消化道，而脂肪

体、表皮、马氏管、血淋巴中。一含量较低。说明Cu2．被棕尾别麻蝇幼虫取食后主要分布

在消化道，尤其是中肠部分。但中肠中的cu2+浓度并不一定是最高的，在48 h之前马氏管

中的cu2+浓度最高，中肠中的Cu2+浓度其次；48 h之后中肠中的Cu2+浓度在各器官中是

最高的，马氏管中的cd+浓度紧随其后，在消化道(除中肠外)中cu”浓度也较高，而其

它器官中的Cu2+浓度都较低(图7-4)。

3讨论

本研究揭示了幼虫在取食含cd”和Cu2+的食物后，可以在消化道、马氏管、表皮、脂

肪体和血淋巴中检测到这些重金属，这解释了棕尾别麻蝇可以在许多器官中贮存cd2+和

Cu2+以维持体内环境的平衡。消化道(特别是中肠)和马氏管中c乎+和Ca2．的浓度都比

其它器官的要商。这说明了中肠和马氏管是积累与代谢cd“和Cu2+的重要器官。因此，这

两个器官在金属贮存上有着特殊的意义。

在昆虫中。食物的摄入是金属离子的主要来源，从口使之到达中肠。在很多目(弹尾目，
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缨尾目，鞘翅目，同翅目，毛翅目，鳞翅目，半翅目和双翅日)中，中肠是吸收的主要位点，

在离子调控和矿物沉积上起着重要作用。本文的试验证明，积累在虫体的c矿和cu2+绝

大多数在消化道，丽不是脂肪体。这与前人的相荚报道是一致的。Poulson等(1952)用放

射性示踪法证明黑腹果蝇Drosophila melanogaster幼虫中肠的所有部分都会有大量的c1I

出现，并用组织化学的方法检测到Cu最先储存在中肠的一个小区。Fnshie等(1971)报道

cu出现在中肠杯状细胞中的自然发荧光的徽体上。紧接着有人用x—射线微量分析的方法证

明这种微体中有硫存在；他们还通过细胞化学的方法证明这个微体中有酸性磷酸酯酶存在

(Tapp．1975；Tapp and Hickaday,1977)，并证明了这些细胞器官是溶酶体。Sohal等(1977)

报道家蝇成虫中肠的Cu存储与上皮细胞溶酶体密切相关。也就是说，中肠可以贮存Cu在

小的溶酶体(him)内(Lauvedat etal,。1989)。这些溶酶体对中肠贮存金属起了重要作用。

另外，有人证明Cu可以诱导并结合金属硫蛋白(Mm'oni andWatson，1985；Errais elal．，1989)，

也就是说金属硫蛋白与金属的贮存和解毒有关。因此，中肠杯状细胞内的溶酶体可能结合不

溶性的铜，而可溶性的铜可能分布在金属硫蛋白和其它结合蛋白上(Maroni and Watson，

1985)。但是贮存机制是否也适合棕尾别麻蝇中肠还有待于进一步的证实。

Maroni和Watson(1985)曾用放射性的”CdCh拌入饲料中饲喂果蝇幼虫，经放射性

自显影显示85％以上的摄入”cd贮存在体内，95％以上贮存的1∞Cd分布在幼虫中肠。

Hensbcrgen等(1999，2000)证明弹尾虫Orchesella cintra也主要在中肠积累cd。这都与本

文得到的结论相一致。另外许多学者都证明中肠内大多数的CA与其自身诱导产生的金属硫

蛋白结台(MaroniandWatson，1985；H锄sbergeaeta／．，2000)。金属硫蛋白在细胞内合成后迅

速与溶酶体结合，在那里以某种方式进行加7-(Silar and Theodore,1990)。但这种情况在弹

尾虫中似乎不存在(Hensbcrgen eta／．，2000)。有关cd处理后昆虫中肠内的颗粒体结构已有

报道(Pawert etal．，1996；Posthuma，1992)，但还没有关于双翅目昆虫Cd处理后中肠内颗粒

体结构的的报道。

另外，金属也可以贮存在马氏管、表皮和脂肪体等器官(Ballan-Dufrangais，2002)。在

马氏管中矿物球晶被认为是贮存重金属的重要亚细胞器官(Garayoa elⅡ^，1992：

Ballan-Dufraneais，2002)。但有关其它器官贮存机制的研究还很少。在这些器官中是否也有

金属硫蛋白存在呢?这都需要进行进一步的研究。
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第八章镉和铜对棕尾别麻蝇中肠及马氏管超微结构的影响

过量的重金属(Cu和Cd)或是接触时间均熊对各种动物的健康造成紊乱。由于环境水

平的持续恶化，此问题的广度和生态学上的重要性已受到了相当关注(GoeringetaL，1995)。

在昆虫中，重金属的急性和慢性毒性或是为害常可到见相关报道。许多的研究说明了Cd对

昆虫的生理过程有多向性的慢性影响，如影响生长，发育．生殖或是孵化能力(Cervera el aL，

2004；Gintenmiter el at．，t993；Mathova，1990；Niu el aL，2002；Ortel and Vogel，1989；

Rayms-Keller el a1．，1998；Schmidt et aL，1992；Sildmaehandra and Crane，2000；vm Stmalen el

a1．，1989)，扰乱碳水化合物和脂类的代谢(Bischof,1995；Shin鲋a／．，2001；Ortcl，1995)，氧

的消耗(Ortel andVogel，1989)及氧化压力的诱导(ZⅧaanelal．，1994；CervmelaL，2003)。

生理过程的紊乱及它们的敏感性看上去是有物种特异性的，虽然通常造成负面影响的金属浓

度要明显低于致死浓度。这些发现暗示发展高敏感性的和稳定的且无物种特异性的昆虫标志

物(biomarker)评估陆地和水生环境的重金属污染是很有必要的。与之相适应，研究证实

昆虫受重金属污染盾的形态变化或胞内变化发生的贮存器官(如球晶和溶酶体)能作为重金

属污染的适宜标志物，因为它们在一些接触重金属的昆虫物种中广泛存在(B“llan-Dufrancais，

2002；PawertelaL，1996；Sorour。2001)。然而，很少有人就重金属对城市昆虫特别是卫生害

虫贮存器官和排泄器官(如中肠和马氏管)的超微结构进行研究。因此，本章在前面研究

Cd2+在棕尾别麻蝇体内积累、排泄和分布代谢的基础上，利用透射电镜(TEM)，针对棕

尾别麻蝇(Boencherisca peregrina)中肠和马氏管在亚致死剂量的cd2+和cu2+后的形态及

胞内反应进行研究，从而了解重金属在昆虫细胞内的分布及其对昆虫细胞的毒性。同时为中

肠和马氏管作为监测cd2+和ca2+污染的生物指示剂提供依据。

1材料与方法

1．1供试虫源

棕尾别麻蝇来源及饲养方法同第四章1．1。

1．2幼虫毒性测试及生存能力评价

为了分析亚致死剂量的cd2+和cu24造成的胞内反应，棕尾别麻蝇】日龄幼虫分别喂食

含以下浓度重金属的饲料：50、100、200、400、800、1600、3200 ugCA2+／g}nso、100、200、
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400、800、1600、3200ugCu”／g。与此同时，对照取食无污染的人工饲料。每浓度设3次重

复，每处理的死亡数从24 h计数直到化蛹。亚致死剂量LC曲线显示两个实验的平均值，每

处理包含了三次重复。计算LC5，LC5羽Lc95。亚致死的金属浓度(存活率大于95％)，暴

露时间依Braeckman(1997)的标准计算。

1．3幼虫金属处理及解剖

根据1．2的结果(图8-1)，将1龄末幼虫取食皿致死剂量的如100 u gCd2*／g或是100 u g

Cu2+／g食物中，48 h后取出100头幼虫．蒸馏水洗净。洗净后的幼虫与浅层水接触一天以排

净体内的食物，然后在DMl43数码显徽镜(Mofic公司)下进行解剖。解剖时，幼虫放在载

玻片上，用解剖针刺破表皮，以毛细管吸去血淋巴，然后用眼科小剪刀自虫体末端沿体壁剪

向口沟。在显微镜下解剖，用解剖针拨开体壁，逐渐剥掉成片的脂肪体。去掉气管及微气管，

整个消化道及马氏管即暴露在镜下。
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瞄8-1根据浓度和处理时间绘翻的重金属对棕尾别廓蝇幼虫的LC曲线
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1．4中肠和马氏管光学形态观察

按方法1．3解剖得到的中肠和马氏管，用DMl43数码显微镜联机拍照，然后用立体解

剖镜自身附带的图像处理软件(MoticImagesAdvance 3．0，中国)澳I量中肠和马氏管(n=30)

的长和宽。
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1．5中肠和马氏管透射电镜观察

按方法1．3解剖出中肠和马氏管后，取中肠及马氏管的中部(n=5)用含2．5％戊二醛

的磷酸缓冲液固定，40c下过夜，之后倒掉固定液。用0．1 M的磷酸缓冲液(pH 7．4)漂洗

三次，每次15 miIl。1％的锇酸固定1 h。倒掉固定液，再用磷酸缓冲液漂洗样品三次，每次

15 min。乙醇梯度脱水(包括50‰70％，80％，90％和95％五种浓度)，每个浓度处理15 min，

无水乙醇处理20 min，纯丙酮脱水20 rain。用Spun"环氧树脂(Sigma)对样品进行渗透处

理：预包埋用纯包埋剂与纯丙酮的混合液(混合比例为l：1)处理样品1 h，然后用混合比

例为3：1的混合液处理样品3 h，最后用纯包埋剂处理样品过夜。将经过渗透处理的样品用

环氧树脂包埋，70"C加热过夜．即得到包埋好的样品。包埋好的样品在超薄切片机上用玻璃

刀切成80 niTl的超薄切片，再用饱和醋酸铀和柠穰酸铅双重染色。在透射电镜(IEM．1200EX，

日本)下观察拍照。加速电压60 kV。

1．6数据分析

数据表达形式为平均值士标准差。用DPS数据分析系统(唐启义与冯明光，2002)中

Duncan’g新复极差。P<0．05表示差异显著。

2结果

2．1中肠和马氏管形态结构的变化

在取食含Cd2+或Cu2+的饲料后中肠和马氏管形态结构发生了显著的变化(图8．2)。

在处理48 h后，中肠和马氏管的色泽变深，可在中肠的表面上观察到一些瘤状突起，马氏

管的顶部颜色从黄色变为褐色。在经c矿或Cu2+处理后，中肠显著变短变薄。无论是cd“

还是cu2+处理，马氏管的长度和直径都变短(表8-1)。

2．2中肠超微结构

2．2．1对照

中肠是营养吸收的器官，由一层薄的上皮层，纵肌，横肌及基膜组成，上皮层中的柱状

细胞主要参与了金属的生物积累。这些细胞的基部与基膜相连，项部到达中肠的腺腔内，附

有许多发达的徽绒毛，中间有平行排列的微管和小的胞饮管道(图8-3a,b)。微绒毛外紧紧



地包裹了一层围食膜(图8-3b)。粗面内质网(rER)主分布于长的内质网池中，表现出一

种平行的结构(图8_4d)。细胞质中有大量和高密度的脂滴(图8—5a，表8-2)，但贮存性

的糖原颗粒较少(图8—6a，表8．2)。此外，可观察到一些电子致密度低的溶酶体及高电子

致密度的矿物颗粒体(图8-7a)。

2．2．2Cd2+处理

经Cd”处理后，中肠的柱状细胞的部分区域显示了显著的超徽结构的变化。徽绒毛区

域无序地排列，微管破坏，围食膜缺失(图8-3c)。有些细胞顶部(即有微绒毛端)的细胞

膜发生了破裂，细胞质从裂口处泄漏到腺腔中。许多线粒体的嵴缺失(圈8-4b)。内质网的

嵴也变得模糊，被许多无规则形状的亲水泡所包围。与对照组相比，在细胞质中脂滴的体积

小且量少(图8-5b,表8-2)，贮存性糖元颗粒量增加(图8-6b,表8-2)。许多大小不一

的矿物颗粒体(concretion spheaitcs)出现细胞质中。小的颗粒体包含高电子致密物的同源颗

粒，大的颗粒体由膜多层旋转围绕(图8-7b，c，表8-2)。除了两种矿物颗粒体外，细胞质

内还存在有一些高电子致密度的聚台物。它们被一限制性膜所包围，且包含了大量的粒状或

无定形的物质(图8—7d，e，表8-2)。这些聚合物可能是富含了异质颗粒的溶酶体

(Ballan．Dufrancais，2002)。有时，可见大量丛生的高电子密度的物质(图8-7"o)。有时，

大量的水肿空泡占据细胞的中心位置(图8-7D。然而，核并没有表现出任何的超锨结构变

化。

2．2．3 Cuz+处理

中肠经接触Cu2+后也显示出超徽结构的变化。顶部区域可见多许多细丝状的微绒毛和

一些由微绒毛分泌出的小液泡(图8-3a)。与对照不同的是围食膜与微绒毛相脱离(图8-3a)。

许多线粒体的内膜结构受到了严重的破坏(图8-4c)。粗面内质网空泡化，内质网池成环形

排列，且与某些高电子致密度的矿物颗粒体及亲水性滚泡相接触(图8-41)。与cd2’处理

相似的，细胞质中脂滴的数量下降(图8-5c)，贮存性糖元的量上升(图8-6c)。细胞质中

出现了大小不一的矿物颗粒体，小的包含高电子密度的同源物质，大的不但含有高电子密度

的同源物质，周围还存在有许多的不规则空泡(图8-79，表8-2)。核没有表现出任何变化。

2．3马氏管超微结构

2．3．1对照

马氏管有着排泄含氦废物，其他代谢产物，及菜些过量离子的功能。对照中有许多发达
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的质膜内褶，基膜的厚度较厚0．264 4-o．0383um(平均值4-标准差)(图8-8a)。刷状边由

不规则的微绒毛组成，其上分布有许多的线粒体(图8-8d)。线粒体内膜发达(图8—9a)。

粗面内质网分布于一个长的内质网池内，呈平行排列(图8-9d)。此外．有两种包含了轻微

电子致密物矿物颗粒体。一种轻微电子致密物不规则排列，另一种轻微电子致密物规则排列，

但它们都形成一个弱心圆(图8-99)。但是，没有发现高电子致密度的矿物颗粒体。

23．2Cd2+处理

经Cd2+处理后，马氏管的某些区域细胞出现了明显的变化。基膜比对照要薄，厚度仅

有O．1688士0．0220um(平均值士标准差)。在基膜之后，质膜裙叠不发达(圈8-8b)，刷状边

的微绒毛脱落，线粒体的数量明显下降(图8-8e)。线粒体内膜受到破坏，有些看上去已空

泡化(图8-9b)。甚至没有观察到粗面内质网。但是许多亲水性空泡出现于细胞质中(图

8-9e)。此外，许多大小不一的高电子密度的矿物颗粒体出现于细胞质中。小颗粒中含了同

塬性物质，大的含有异源物质(图8-gh)。

233Cu2+处理 ．

经Cu2+处理后，马氏管的相应区域细胞显示出了变化。基膜变薄，厚度仅为0．1625士

0．0194 pm(平均值士标准差)(图8—8c)。微绒毛缩短，排列无序，线粒体数量显著下降(图

8-8f)。线粒体内膜空泡化，但不是太明显(圈8-9c)。在细胞中，粗面内质弼几乎不见。

但是大量的水肿空泡占据了细胞中心位置(图8-90。而且，与Cd处理相似，许多大小不

一的高电子密度的矿物颗粒体出现于细胞质中，也包括了同源物质和异源物质(圈8-9i)。

3讨论

橡尾另0麻蝇幼虫经亚致死剂量的cu“或Cd2+处理48 h后，中肠和马氏管的形态受到影

响，并导致它们的胞内器官发生变化。中肠上皮细胞中观察到的一般的超微结构交化包括：

核质的浓缩，线粒体的肿胀和空泡；粗面内质网膨胀或是囊化，甚至空泡化。在重金属对双

翅目昆虫如果蝇(Lauverjat etat，1989)和家蝇(Sohal etal．，1977)的研究中。也表现相似

的症状：核质的浓缩，线粒体肿胀及蜡的缺失，rER膨胀或空泡化，及溶酶体的增生扩散。

这些病理症状缘自于重金属可以抑枷a*m+携带者。影响了细胞内的渗透调节的整个过程

(Vilella etaL，1991)。线粒体的肿胀程度甚至比急性处理还要严重。线粒体作为一种渗压计，

在重金属压力下变得肿胀，这反映出在重金属伤害下，溶液和水已进入了线粒体腔内

(Cheville，1994)。无论是铜还是镉，都造成了内质网的膨胀及空泡，这与其他有毒物质所



造成的伤害是相似的(Suthcrland，2002)。

圈8-2棕尾别麻蝇幼虫经亚致死浓度的重垒一处理硼h后的中肠及消化邋形鑫的比较

Fig．8-2 comp-rjl蚰of morphology of AIImeBlary c如II und mtlpiIhl¨tubes at the l自|ht miermCopic量l

level after丘larvae were treated with sublethal cOn啷tr-don3 ofheavy metal for 48 h．

(a)对照消化道和马氏管的形态图；(b)cu2+处理后的消化道和马氏管的形态田： (c)Cd2．处理后的消

化道和马氏管的形态图．(a】C：嚏羹；O：食道；P：前胃：M：中肠；H：后肠i MT：马氏管．The sketch

of control alimentmy cⅫ蚵and ma】pighian tubes．to)拍c morphology with shortened midgut tmd malpi曲iM

tubes bocau．qc ofC帝+cxpost】ze．(c)The morphology with shotten日miagut sad malpighian饥b酋b∞Au辩OfCdp

exposure．C．craw；o，oesophagus；P，prove枷eulus；M，mldgut；H，hindgut；MT’m蝴pi鲥∞tubes．

经,cd2+或Cu2+处理后，中肠内的矿物颗粒体和溶酶体数量明显增多。有入认为二者是

相互联系的(DallingerandProsi，1988)。此外，来源于细胞内质弼的矿物颗粒体也可发展成

溶酶体。溶酶体在黑腹果蝇Drosophila melanogaster(Tapp，1975；Tapp and Hickaday,1977；

Lauverjat elal．．1989)和家蝇Muscadomestica(Sohal etal．，1977)中肠中也有报道。在亚致

死剂量的作用下，作为细胞的一种修补机制。溶酶体不仅能沉积重金属(Lauverjat甜

a1．。1989)，而且还能吸收受伤的细胞器(Cheville,1994)。相当数量的溶酶体出现是昆虫受

重金属胁迫的典型症状，这表明在重金属(如Cd)的作用下细胞内起了一系列的应激反应。

溶酶体数量的上升，是细胞尝试消化重金属或是有毒物质的结果，认为是受伤后的一般反应。

矿物颗粒体通常被认为具有金属贮存和解毒的功能，然而，这些器官广泛地分布于无脊

椎动物消化道的上皮细胞中。虽然金属也能贮存于胞内的溶酶体或液泡中，矿物颗粒体仍还

是主要的贮存器官(Brown，1982)。本研究中，蘑金属贮存于矿物颗粒体中，这揭示了为什

么在重金属污染后矿物颗粒体的数量能上升且色泽变深。在前人的研究中细胞内矿物颗粒体

在内质网一高尔基体复合体上产生。它们可以在中肠内质阿中看到，有时在粗面内质网

(Ballan-Dufrancais，2002)。矿物沉积的来源可能是以离子作为核而形成的，极可能是以有



机物如粘多糖及尿酸钾等(Wessing and Zierold，1996)。究竟是何种物质捕捉这些矿物颗粒

体，还有待于以后的研究。内质网．高尔基复合体可能是以离子作为核而形成的，撅可能是

以有机物如粘多糖及尿酸钾等。当球晶出现于内质网中时，粘多糖看上去够成熟以捕获阳离

子。高尔基管道能增加成熟球晶中粘多糖的组分(Jeantet，1971)。

作为能量提供物质的糖原颗粒，在受重金属伤害后有增多的趋势，可能是在重金属压力

下，仍保留了足量的受影响不大的细胞。它们仍能为上皮细胞能有效地吸收营养提供保障。

然而，过多的糖元将导致细胞器的扩大及细胞的瓦解(Cheville,1994)。

我们的研究表明，棕尾别麻蝇幼虫经亚致死剂量的cu”或c一+处理48 h后，马氏管

超微结构的改变是瞬时的反应，是细胞受伤的信号。这些病理变化包括了核的改变，如异染

色质的浓缩，大量的核仁消失，破坏。大量的线粒体肿胀，rER扩张，破碎，微绒毛受到严

重破坏。出现了大量的水肿状的空泡及溶酶体．

表8-1经亚致死剂量的c，+和cⅡ2+处理鸽h后棕尾尉麻黝虫中置及马氏管大小的变化
Tible 8-1 Chlngm缸the tlze of the mldlpat and碡-嗷-细伯hl薯nf且乒喝I，tM llrvse np∞ed to

¨bleth●Id∞ofCd2+OrC_2+for柚h

数据为平均值±标准差(i±s．n)．Dtmcan’8新复撮差法检验袭明．同～列中其不同小写字母的数据问差异

达显著水平(户<0．05)．Vflu髂呲aXlm：ssed鹳m删暗士stlmdard deviation(n=30)McIms in the s哪c column

fo|lowedby differentlowercaselettersam si即ificenfly diffenmtbyDunc∞’sm“6plcrangetests妒<O．05)

镉能抑制绒毛区的Na+m+交换，加快了H+的被动渗透，并抑制、转运、影响渗透调节

的全过程(VileUa，1991)。线粒体的肿胀势必会影响溶质和水进入线粒体的通道(Cheville，

1994)。rER的膨胀是细胞受伤的信号，东的无序流动及对它的冲撞，导致了细胞停止运作

并走向解体(Chedlle，1994)。本试验中核的改变如异染色质的浓缩及核的边缘化，揭示了

核内组分的进一步不摄跃化(Bratmbcck，1994)。核的体积及外形的改变是新陈代谢活性变

化的指标(Braunbeeketal．，1990)。当细胞受到伤害，阻断r脂到脂．蛋白结合体的利用渠道，

9l



造成了细胞质中出现大量的脂滴(Cheville，1994)。重金属通过细胞膜进入细胞可以结合到

生物大分子上，可以积累或沉积到脂质体(1iposomes)和脂滴上，也可能参与新陈代谢或

是被排出(Roesijadi and Robinson。1994；Di et a1．，1995)。因而脂滴的增多也是一种适应重金

属的机制。重金属的吸收从口腔，经由血液循环系统进入中肠和马氏管：再通过钙离子通道

过入细胞膜内，与配合基相结合，特别是金属硫蛋白，从而可降低在细胞中游离金属的浓度

(Viarengo，1989)。胞内的配合基(1igand)可以在细胞内的特定部位发现，如金属沉积团，

金属颗粒或是溶酶体(George，1990；Mason and Jenkins，1995)或是细胞质内如金属硫蛋白

(Engel andRoe,sijadi，1987)。但是，一旦配合基被Cd所饱和，过量的Cd就会溢出到亚细胞

结构中，这与机体的病理改变是相一致的(Wolstowsl6 el a1．，2004)。

圈8-3中肠上皮细童顶端部分的透射电子显徽图

Fig．8-3 Transmission electron micro,graphs ofthe apical·p·rt ofthe midgut epithelium．

(a)对照中肠顶端有很多徽绒毛及分泌物液泡(箭头)；(b)对照中围食膜紧密覆盖在微绒毛上；(c)Cdp

处理后徽绒毛被破坏，排列杂乱；(d)cup处理后分泌钫液泡减少，围食膜脱离徽缄毛边缘．MV：微绒

毛；PM=围食膜．(a)A西：8l cell regionwith nunlcaousmicrovilljwith secretoryvacuoles(arrow)inthe control

state(b)Thc peritrophic m锄brane(PM)E曲嘶∞v啉the mierovilli in the control state．(c)The mi口ovilli are

destructed and disorde=ed after expo“we to C一+-(d)Little secretory vacuoles arc showed and the peritrophic

membrane is free from the microvillous border aft口口posure to Cu”．MV：micravilli；PM：peritrophic

merabrane
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图8-4中肠上皮细臆的线粒伴和趣面内厦同的透射电子显t圈

Fig．8-4 Transmintoe electron mkregraphs ofmiteehondrla mad tmtll曲endeplasmtc reticulum(rER)of the

mldgut epithelium．

(a)对照线粒体(M)数量多且增及内膜结构祷晰； (b)c矿处理后缱粒体浓椎．崤模糊，消失{ (c)c一处理后

线粒悻内膜被破坏，伴随有空泡；(d)对照租面内质同平行捧列，有明显的蜡：(c)c矿处理后内质舟的靖也变得模糊，

被许多无规则形状的空泡所包围；(f)Cu“处理后内质同泡成环形捧列．且与莱些高电子致密度的矿物颗粒体及亲水性

藏泡紧密接触、M：线粒体；rER：粗面内质嗣；Vt空泡．∞Nmmaous商呲h0啦弛obvioushm蕾m啪瞬^蜷and
cristaae缸也ccontro!SUite．O)Nemaouscondensedmitochomhiaw丑hlossofcrlst扯iIcp髑托‘m叮aposu姹tOCd“(c)1hc

inI瑚‘fT黝br种e ofm“ymimchoncbria showed sipsofdestmctiemin clo辩associatioe讲出bd阳p缸vaczloles曲玎戗posmtto

Cu”(d)The rER with conspicuous crisbe is arranged towards a parallel讲罾lnjz撕锄硒the control(e)The aigb转ofthe rER

8印a哪inconspicuom,tam'minded by s蛳e坶血埘c惦cuDJ嚣越岫。“pcs盈c to C矛i(0 The c矗s“c of rf承firm c／-cular

arrays，in cIo#association with∞mc砧ghH d氍咖—妇e spherit姑∞n诅醯ng hydmpic vacuoles(姗w)aflef曩ponⅡ℃tad
Cu” M：面Io湘击ja。rER．『D1瑶h船dDp王＆锄主cretjcuIum；V：byaropie vacuolc



田8-5中肠上皮细胞的磨囊透射电子墨徽圈

Fig．8-5 Transmission dectron mlcrographs oflip|d dropleU ofthe mldgut epithelium-

(a)对照细胞质中有大量和高密度的脂滴； (b)cd2+处理后细胞质中朦滴的体积小且密度小；Co)Cu2+

处理后细胞质中脂滴的体积和密度都变小．L．脂漕：V：空泡。(且)La瑁口lipid击叩kswithhigherdensity

Ⅻin the control stale．㈣Smiler lipid击印1出with lower deasitym present af【口Cd”exposure．(c)Smiler

lipiddropX出奶出】D艏d∞菇哼鲥曲聃神心甘Q严捌pD蹴L：)ipId击嘲鸭V：hydroplcvaozo)e．



圈3-6中肠￡皮细晨中贮存着元囊拉柏透射电子曼■里

隐8-6 Transmission d∞栅皿k邝譬r叩h$of"stored—ycogen Fanuies ofthe midgut epithelium．

(d)对照的贮存糖原颗粒较少； (b)cf+处理后贮存性糖元颗粒数量增加： (c)cIl”处理后贮存性糖

元颗粒密度增加．g】：糖元颗粒；v：空泡．(a)GlycogengranuleswithIo'．vcfdensity occ盯jnthe control state．

(b)Glycogen granules with histw daBity axe pccscnt a．．qcr“posm to COt*．(c)Glut．ogre gruu]cs with high口

densitym showed aRcrexposm'etoCu2+．91：glycogaxgranules；V：hydropicvacuole．

总之，当棕尾别麻蝇幼虫接触含有亚致死剂量的Cd2+或C一时，中肠和马氏管的形态

及胞内器官都发生了变化。几乎所有中肠和马氏管细胞的变化都与脊椎动物和无脊椎动物中

的相似。这说明了它们的靶标和结合位点是相同的。因此，棕尾别麻蜗可作为一种指示生物

用以监测重金属污染，溶酶体和矿物颗粒体可以作为生物标志物。此外，中肠和马氏管的形

态及胞内器官的变化还揭示了两种金属扰乱细胞功能的多个方面。这些对环境监测、重金属

毒性机理及生物体耐受重金属机制的研究是很有用的。



圈s．7中精上皮细臆中藩爵律、矿韵■粒律和空泡的透射电子显徽圈

Fig·8-7 Transmission dectron mJerolraphs demonstrating lyse．omes，solne CODCFetioII spherites and

vacuoles in the midgut epithefium．

(a)对照电子致密度低的溶酶体；(b)cd'’处理下大的矿物颗粒体(景箭头)和大量丛生的高电子密度

的物质(白箭头)； (c，)Cd‘’处理下的许多大的(白箭头)和小的矿物颗粒体； (d。c)cdp处理下的

一些高电子致密度的聚合物，可能是富含了异质颗粒的溶酶体； (f)c一+处理下大量的水肿空泡占据细

胞的中心位置；L．溶酶体； s：颗粒体；LS；带有颗粒体的溶酶体；v：空泡．(g)Cup处理后出现

的大小不一的矿物颗粒体和许多的不规则空泡．(的Somelysosom嚣with sliglltlyeJectron-d盥lsein control state；

(b)Many]m-ge concTetiun spheres mack m+ow)and somc larger clumping of hi@ty e]cctron-danse m丑t甜ai

(white fit"TOW)under Cd‘ c：‘posure；(c)Many]wge concretion sPhmtes(white m-row)surround by mu|fip|e：s

whirlsofmembranes and son3e鲫au onescontainedhomogenousmater捌withhi曲lyelectxun—denseunderCd什

cxpoⅫrc；(d，c)LySosome with sph耐妇under Cd‘1口<posure；(f)Many large hydropic vacuoles dominated the

c∞刚part of the cell(g)M卸y蜘ml and large concretion spha'ites in close鳍州胡oll谢th irregular vac'Joics

under C一+exposure．L：]ysesome；s：spll一畸LS：Lysogome with sph酣t髂：v：vacuole



匿8-3马氏管基■和徽缄毛的透射电子Jilt圈

Fig．8-8 Transmission electron micrograpbs of buemeat mmbⅢe and microvIdli in the malpighlsn

tubules．

(a)对照中有许多发选的质膜内摆： (b)c一+处理后基膜变薄，质膜穗叠不发达；(c)c∥+处理后，基

膜变薄； (d)对照由规则的微绒毛缎成的刷状边，线粒体含量丰富；(c)c,／’娃理后昂4状边上微绒毛脱

落，线粒体的数量明显下降：(f)Cu2+处理后徽绒毛缩短，排列无序，线粒体数量显著下降。BM：基膜；

MV：徽绒毛a(a)Cclls have IItmTOUS well·devdoped infoldings of the pJa∞M mexobrane in control；(b)nc

thinner baserncalt mcmbranc and underdcvdopcd infoldings under Cd”exImsm2；(c)The bascmc．m mca'nbranc

significantly bcc．ame thinn目Ⅶd口cu”exposure(d)Thc brush bol'dgr formcd by regular closely packed

microvilli and many mitochondrla in control；(e)The brush horde"with mierovilli falling off mad the dccrmBing

number of mitochondria after Cd”exposure；(i3 Thebrush border formed by closely packed mierovi]li became

shortened and d／sorderly m∞g。d，and the laumb<a"ofmitochondria in close associate with microvillous region

obviously dec-cⅨed underCo’exposure．BM：bgcTncnt me：rnbrane；MV：miero、n-Ili





圈8-9马氏管线粒体、内质同和矿物鬟粒体的透射电子显微图

Fig．8-9 Transmission electron micrographs of mitochondrla,endoplasmic reticulum and concretion

spherites In the malpighian tubules．

(a)对照线粒体内膜发达；(b)cd2+处理后内膜受到破坏甚至空泡化的线粒体(箭头)；(c)曲n处理后

线粒体内膜空泡化，但不是太明显(箭头)； (d)对照呈平行排列粗面内质网； (c)Cd2+处理后的许多

亲水性空泡； (f)cu2+处理后几乎不见的粗蔼内质同和大量的水肿空泡； (g)对照有两种包含了低电子

致密物矿物颗粒体：不规则排列的(箭头)和规则排列的；(h)cd2+处理后的高电子密度的矿物颗粒体：

小颗粒中古有同源性物质，大的古有异源物质；(j)Cu2+处理后的高电子密度的矿物颗粒体；小颗粒中含

了同源性物质，丈的舍有异源物质．M：线粒体； rF．R：租面随厦同；V：空泡；c：矿物体； cs．矿勃

颗粒体．(a)The obvious mitochonch-ia with the well-developed iM口membranc in control；(b)Numerous

mitochondria with destructed inner memlranes or vac,Jolation(arrow)after expoglre to CP；(c)The oly∞,t．we

innermembranesofmostmitochomh'ia，ofwhich some e,van印pc∞d vemeu|ated(mow)船叩‰∞Cn2+；
(d)The rob窖ll endopl'asmic rcticulum with a paraIld mTangc面control；(c)Nw large hydmpic vacuo]∞

an日“p0Ⅻt to O矿；∞Almost disappearing rough∞doplasmic reliculum and many 1峨e hydropic vacuoles

m盯exposure to cp：(g)Two types of concretions coⅡt日jning sli曲畦y dectron-denst mamial：irm-．gular]y

arranged(arrow)and regularly arranged如control；∞Nmnezous conczetion sph口it曙with llj。11ly electron-danse：

the small oBe contained honlogcttous material and the Im'ge∞c contained heterogeneous materiel aftef Cd2+

“p㈣；O)Numerous contn'diotl sphmte,with K曲b eli*iron-clans*：the small olle contained homogmous

material and the large∞e。ontained hem'ogencous ma刚al吐口CaZ*％posure．M：mimchond时a；rER：rough

endoplamnic r吐iculum；V：hydropic vaanole；c：conca吲don；CS：。叩a面∞sph鲥旧
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第九章镉和铜对棕尾别麻蝇血细胞数量、存活及延展的影响

众所皆知，重金属能对有机体产生毒性。近来，重金属的免疫调控效应已得到了论证

(Druet，1995；Jiang andMoiler，1995；Pdletieretal．，1988；Pietsch etal．，1989)。许多金属能诱导

人类或其他实验动物的免疫效应(Cruz，1995；Goldman et nj^，1991；Kubicka—Muranui et a1．，

t993；Perlingeiro and Queiroz，1994；Queiroz e／a1．，1994；Saran et aL，1987)。然而有关cd对昆

虫免疫系统毒性效应的报道还很少03raeckman etal．，1997，1999)。昆虫免疫包括细胞免疫与

体液免疫，其中细胞免疫包括血细胞的吞噬、成瘤和包被作用畎及血浆凝集和溶菌作用等。

它们对外界因子(如温度、盐分和化学污染)比较敏感．重金属往往影响血细胞的形态、数

量以及噬菌作用等(Krocova et a1．，2000)。有鉴于此，本章我们通过活体喂食和离体培养

处理方法，铡定cd”和Cu2+对棕尾别麻蝇(Boettcheriscaperegrina)血细胞数量、存活和延

展的影响，为cd和Cu毒性研究提供一些新的信息。

1材料与方法

1．1供试虫源

棕尾别麻蝇来源及饲养方法同第四章1．1。

1．2活体血细胞的测定

重金属溶于蒸馏水配成不同浓度的溶液，然后按麦麸：水：猪肝=3：5：6配制成含

Cd2+或台-Cu2+的饲料，其中饲料中cd=“浓度分别为0、100、200、400、800 pg／g，cu2+浓

度分别为O、100、200、400、800 u以。用上述配好的饲料分别放入果酱瓶，然后接．K200

头1日龄末幼虫饲养至化蛹。每浓度设三次重复。分别取处理后第1、2、3、4、5 d的幼虫

血淋巴镜检。取血淋巴时，用昆虫针刺破幼虫，取10 u 1血淋巴与等体积0．04％的台盼蓝溶

液(台盼蓝O．04 g溶TlOOml生理盐水中)混匀，10min后以血球计数板于-Olympus相差

显微镜下考查染成蓝色(死亡)和未被染色(存活)的细胞数量，计算血细胞总数及血细胞

存活率。

1．3离体血细胞的测定

1．3．1 TC-]00昆虫细胞培养液的配制
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2．02 gTC-100细胞培养基(GIBCO公司)加入80m1去离子水，以NaI-IC03调节pH

至6．3，加入青霉素10,000U和链霉素O．1mg，撮后以去离子水定容至100ml，过滤除菌，

分装后．20℃保存。

1．3．2血细胞培养

幼虫孵化后分别以正常饲料和含200p如Cu2+或cd2+饲喂至4日龄，取出洗净，以75％

酒精消毒幼虫体表，于无菌操作台内采集血淋巴，置于含少量苯基硫脲的Elrpendorf离心管

中，再各取50 u1分别加到每孔含200 1．tl的TCl00昆虫细胞培养液(含lO％胎牛血清)的

48孔细胞培养板的各孔穴中。而后，将不同浓度的重金属按2 u1的量分别加入3个不同孔

穴中，使有关孔穴中金属浓度分别为O．1、1、10、20和4011咖l。设仅加2 u1灭菌水为对

照。接着，置”℃细胞培养箱中培养，并分别于0．5和4 h后置Nikon倒置显微镜下任选3

个视野观察、考查各处理孔穴中延展和未延展的浆血细胞和颗粒血细胞的数量，并计算两种

血细胞的延展率和延展抑制率。延展率(％)=延展的某种血细胞数量，考查的该种血细胞

的总数量x100。同时，咀Eppendorf微量移液器吸出各处理孔穴中的血细胞悬浮液，加等体

积的O．04％台盼蓝溶液混匀，室温置10 min后以血球计数板于Olympus相差显徽镜下考查

染成蓝色(死亡)和未被染色(存活)的浆血细胞和颗粒血细胞的数量，计算血细胞存活率。

以Eppendorf微量移液器吸出各处理孔穴中的血细胞悬浮液，加等体积的O．04％台盼蓝溶液

混匀，10 min后置血球计数板于Olympus相差显锾镜下考查染成蓝色(死亡)和未被染色

(存活)的细胞数量，计算血细胞存活率。

1．4数据分析

利用DPS软件(唐启义和冯明光，2002)对各处理指标进行方差分析，再以Duncan’s

新复极差法比较各处理之间的显著性差异。

2结果

2．1对棕尾别麻蝇幼虫活体血细胞的总数和存活的影响

棕尾别麻蝇幼虫经不同浓度的Cd”处理后，血细胞的总数明显低于对照。经统计分

析知，血细胞的数量与cd2+浓度显著相关(，=18．799，dr=4，P<10“)，与时间也显著相

关(F=21．575，dr=4，P<10“)(图9-1A)。幼虫经不同浓度的c铲+处理后，血细胞的总

数也发生了变化，商浓度的cu2+使血细胞数量下降，低浓度的cⅡ”对血细胞的数量无显著



影响，甚至还使细胞数量增加(图9-IB)。经统计分析知，血细胞的数量与cu2+浓度显著

相关(F=10．016，af=4，P=0．0003)，还与时间显著相关(F=14．246，of=4，P<10。)。就

对幼虫血细胞数量的影响而言，cd2+和c一之间存在明显差异(，=38，606，of=1，P<10“)。

就重金属对血细胞的存活率影响而言，幼虫经不同浓度cd2+处理后血细胞的存活率有

不同程度的降低(图9．2A)。经统计知，血细胞的存活率与Cr+浓度显著相关(F=42．828，

of=4，P<10—4)，也与时间显著相关(，=19，723，of=4，P<10。)。幼虫经不同浓度的cu2+

处理后，血细胞的存活率也有不同程度的降低(图9-2B)。经统计知，血细胞的存活率与

cu2+浓度显著相关(，=3．883，df=4，尸=O．0217)；但与时间无显著相关关系(F=2．273，at

=4，尸=0．1065)。Cd2+和cu2+对幼虫血细胞存活率影响存在明显差异(，一9．293，够=l，P=

0．0037)。

2．2对棕尾别麻蝇幼虫离体血细胞存活和延展的影响

cd2+可以明显影响棕尾别麻蝇幼虫血细胞的存活(F=13．783，园仁l，P=O．0007)，且血

纲胞的存活率与cd2+浓度显著相关(，；19．332，of=5，P；0．0028)，但在时间上无显著差

异(F=O．056，of=1，P=0．8220)(图9-3A)。c一也可以明显影响棕尾别麻蝇幼虫血细胞

的存活(F；7．663，of=l，P=0．0091)，血细胞的存活率与Cu2+浓度显著相关(，=10．509，of

=5，P=O．0110)，但在时间上无显著差异(，=6．344，of=l，P=0．0533)(图9-3C)。

离体培养条件下，椽尾别麻蝇幼虫血细胞能正常延展，并形成伪足(图9-4A)，经不同

浓度的cd2+或Cu2+处理后未见受到明显的抑制。cd”对棕尾别麻蝇幼虫血细胞的延展率

没有显著影响(F=0．080,of=l，P=O．7792)，这样，cd”浓度对血细胞的延展率也无显著

差异(，=O．885，of=5，P=0。5517)，但不同处理时间的血细胞的延展率有显著差异(，=

24．693，彤=l，P=O．0042)(图9-3B)。同样，cu2+对棕尾别麻蝇幼虫血细胞的延展率没有

显著影响(，=0．044，妒=1，P=0．8360)，其浓度对血细胞的延展率也无显著差异(F=0．197，

of=5，P=O．9505)，不同处理时间的血细胞的延展率有显著差异(，=36．894，of=1，P=

0．0017)(图9．3D)。

2．3对经Cd2+处理棕尾别麻蝇幼虫的离体血细胞存活和延展的影响

棕尾别麻蝇幼虫经Cd2+处理后，其血细胞离体培养时存活率与cd2+无关(，=3，263，∥

=I，P=0．0797)，血细胞的存活率与cd2+浓度也没有显著相关性(F=1．731，of=5，P=

0．1658)，在时间上无显著差异(，=2，973，of=1，JP；0．0975)(图9-5A)。但Cu“仍然可



以明显影响来自经cd”胁迫棕尾别麻蝇幼虫的血细胞存活(，=7．078，at=1，P；0．0118)，

血细胞的存活率与cd”浓度显著相关(，=23．479，df=5，P=O．0018)，在时间上也有显著

差异(F=56．031，df=1，P=0．0007)(图9-5C)。

棕尾别麻蝇幼虫经Cd处理后。离体培养条件下，幼虫血细胞能正常延展(图9-4A)，

但cd2+喂食后的幼虫血细胞外层会产生许多颗粒(图9-4B，C)。Cd2+对棕尾别麻蝇幼虫血

细胞的延展率无显著影响(F=O．253，at=1，P=0．6180)，Cd2+浓度对血细胞的延展率也无

显著差异(F=O．459，df=5，P=O．7938)，但不同处理时间的血细胞延展奉有显著差异(，=

148．187，df=1，P=O．0001)(图9-5B)。同样，cu2+对经cd2+胁追棕尾别麻蝇幼虫的血细

胞延展没有显著影响(F=0．253，∥=l，P；0．6180)，其浓度对血细胞的延展率也无显著差

异(F；2．185，df=5，P=0．2055)，不同处理时间的血细胞的延展率有显著差异(F=139．319，

彤=l，户=0．0001)(图9．5D)。

2．4对经Cu2+处理棕尾别麻蝇幼虫的离体血细胞存活和延展的影响

棕尾别麻蝇幼虫经cu2+处理后，其血细胞离体培养时存话率与cd2+显著相关(F=

3．449，,if=1，P；0．0270)，血细胞的存活率与ca2+浓度显著相关(，=7．724，df=5，P=

0．0213)，在时间上无显著差异(，一3．953，df=1，P=O．1035)(图9-6A)。在离体条件下。

cu”能显著影响cu2+胁迫棕尾别麻蝇幼虫血细胞的存活(F=4．426，dr=l，P=0．0429)，

血细胞的存活率与Cu2+浓度显著相关(F=10．82，dr=5，，=0．0103)，在时间上也有显著差

异(，=8．056,df=1．P=O．0363)(图9-6C)。

棕尾别麻蝇幼虫经_Cu2+处理后，离体培养条件下，幼虫血细胞能正常延展。c铲+对这

样的幼虫血细胞的延展率没有显著影响(F=0．928，dr=1，P=O．3422)，这样，cd“浓度对

血细胞的延展率也无显著差异(，；1．84，砖p 5，P=0．2597)。但不同处理时间的血细胞的延

展率有显著差异(，=40．455，够=1，P=0．0014)(圈9-6B)。同样，cd+对来自cIl2+胁迫

棕尾别麻蝇幼虫的血细胞延展没有显著影响(，=0．001，矽=1，P；0．9852)，其浓度对血细

胞的延展率无显著差异(JF=1．466，at=5，P=0．3424)，不同处理时间的血细胞的延展率也

没有显著差异(F=1．809，∥=l，P=O．2364)(图9-6D)。

3讨论

重金属对环境的危胁在于强的毒性效应。产生的细胞损伤与金属的类型、亚细胞分布及

浓度有关(Cherian and Ferguson，1997)。高浓度的金属运输入细胞中，能导致细胞膜的破裂，



导致自我平衡控制的紊乱，损害能量代谢和由坏疽引起的细胞死亡。另一方面，在低金属浓

度长期的接触下，可观察到在出现毒性损伤前，金属在胞内的积累将到达一极限。金属积累

能直接影响特定的酶，改变信号转导途径，还可产生非直接的影响如形成自由基，过氧化物

或细胞因子(Oikawa etaL，1995；Kasprzak，1997)。此外，在低剂量时，某些金属能增加或抑

制细胞凋亡，取决于胞内靶标的种类及金属(Lohmarm and Beyersmarm，1993)。在这点上，

说明了重金属对于调控凋亡，对于细胞的生长及分化有显著的影响。本研究结果表明，将

cd2+饲喂给棕尾别麻蝇幼虫或用咀处理离体培养幼虫血细胞，均能显著影响棕尾别麻蝇幼

虫血细胞的存活，但cd2+对来自经cd2+胁迫棕尾捌麻蝇幼虫的血细胞存活不再有显著影

响。另外活体实验中还表明cd2+可以影响血细胞的总数量，但在离体实验中，Cd2+没有显

著影响血细胞的延展，但。矿处理来fl经cd+胁迫棕尾别麻蝇幼虫的血细胞后细胞表面形

成很多颗粒(图9-4B，c)。这些均证明c矿对昆虫血细胞的凋亡作用及它对免疫系统的毒

性影响。

我们的结果还表明，将重金属Cu2+饲喂给棕尾别麻蝇幼虫或用以处理离体培养幼虫血

细胞，均能显著影响棕尾剐麻蝇幼虫血细胞的存活。另外活体实验中还表明cd2+可以影响

血细胞的总数量，但在离体实验中，cu2+对细胞的延展没有显著影响。这些均证明cu2+对

昆虫血细胞细胞的凋亡作用及它对免疫系统的毒性影响。

总之，化学污染引起的免疫毒性效应可以通过监测。岗哨”生物免疫系统中细胞魄和功

能的参数被评价。不同的血细胞数量，活性氧中间体的产生和释放，这些都与污染的严重度

相关。



闰9-1 Cdz+(A)和Cu抖(B)对橡尾别麻蝇幼虫血细量总教的影响

Fig．9-1 EffectsofCd“IA)andCu“IB)ontotal numberofhemocytesofB．peregr／nalarvae

图中数据为平均数士标准差，同一诱导时间具不同小写字母的数值问差异达显著水平俨<0．05)，D恤咖，s

新复极差多重比较)The columns re驴rcstmt m啪s±S．D．伽=3I The columns with different lowerc撇1etters

forthe SSTTIC exposuretime an significantly different妒<0．05，Duncan’smultiplerangetests)
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田9-2 cd“(A)和Cun(B)对棕尾捌麻蝇幼虫直细囊存活的影响

Fig·9．-2 EffectsofCd抖CA)卸dCuH∞oln viIb玎Ity ofhem∞y‘H of置钟r曙r如口lame

圈中数据为平均数±标准差，同一诱导时间具不同小写字母的数值问差异达显著水平妒<0．05，Dunc粕，s

新复极差多重比较)·The colmnns represent means±S．D．扣=3)．The co]unms with diffc：nmt lowercase letters

forthe sⅢeexposure血-neam significantly differc：nt(．p<0．05，D1．mc日l’smultiplerangetcsts)．
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圈9-3 cd抖(A，B)和Ca抖(C如)对膏体棕总尉廓螺幼虫▲细囊存活和延展的嚣响

Fig·" Effects of Cdz+(A固and Ceh(c斟仰V-bmty and spread／rig of hemocytes of B．一州譬砌口
l-rv-e抽v跏

图中数据为平均数士标准差，同一诱导时间具不同小写字母的数值问差异达显著水平‘P<0．05，Dunc锄，s

新复极差多重比较)·The co]u11]l堪f印瞄∞t m啪8±S．D．伽；3)．The cohmms winl di矗矗翱t Idwefc8％lc¨c噶

forthe same e4posurethne are significantly击‰t俨(0．05，DuncmA’smultiplerm。gctests)．
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圈9-4离体培养棕尾捌麻蝇幼虫血细臆的形志及其经Cdp处理后的变化

Fig．9-4 Micrograph and changesofhemocytesof矗，由增H帕|arvae抽Vttro after exposuretOCd2+

A：止常血细胞的形态Normal hcmocytcs；B．c经Cd：+诱导棕尾别麻蝇幼虫IflL细胞在Cd2+处理后的形态

Morphology ofhemocyles from Cd孙-i'reated larvae a船r treated with Cd2。：PL：浆血细胞；GR：颗粒血细胞．振

R Scale bar=totim．
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图9-5 Cd2+(AJD和Cu2+(c，D)对取★古cd}}饲辩棕尾捌麻蝇幼虫膏体赶鳙艟存活和延展的影响

Fig．9-5EffectsofCd2+(AJi)蛐dCuz+(c，D)。nVinblllty如d spreadingofhemocytesofB．peregr／Rularvae

fed diet containing Cd“白I v／tro

图中数据为平均数±标准差，同一诱导时问具不同小写字母的数值间差异达显著水平(P<0．05，D佃c锄’S

新复撮差多重比较)．The columns rt’pccscnt珂咖s±s．D．加=3)．ne columns with different lowe鼬sc inttcfs

forthesame cxposurctimem significantly diff'enmt俨(0．05．胁Ⅲ’smultiplerangetests)．
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图9-6 Cd2+(A丑)和cu2+(c皿)对取食台Cn2+饲料棕尾嗣麻蝇幼虫离体血细胞存活和延展的影响

Fig．9-6 Effects of Cdz+(A，B)and Cu2+(c劢∞Viability and sprHdlng of hemoeyte$of置peregrina

larvae fed diets containing Cu2+in"h口

图中数据为平均数±标准差，同一诱导时间具不同小写字母的数值间差异达显著水平妒<0．05。DttnCafl’s

新复极差多重比较)．The coinnms represent means±s．D．加=3)．The columns with different lowercase letters

forthe same“po轴他timeare significantlydifferent妒cO．05，Dlmcan。3multiplerangetests)



第十章镉和铜对棕尾别麻蝇幼虫血淋巴能量水平的影响

重金属能被生物积累并干扰生物的正常新陈代谢过程，生物为了抵抗金属的毒害而增加

了排泄，解毒或是对损伤的修补，解毒过程会耗费机体的能量，因此能量代谢在克服毒性胁

迫上起了重要作用。很多学者报道在昆虫中能量化合物如碳水化合物、蛋白、脂质会因金属

胁迫而变化(Ralhore et口^，1979；Jaeobson“a1．，1981；Islam andRoy,1983；Graney andGiesy,

1986；Ortel and Vogel，1989；Ortel，1991，1995；Schmidt et以，1992；Gintenreiter et a1．，1993；

Martinez etal．，1994；Bisehof,1995；Shinelal．，2001；ChinniandYallapragada，2002)。但是昆

虫能量化合物的变化往往因重金属的种类、重金属浓度和昆虫种类而异(Cart el aL。1985；

Radhakrishnaiah andBusappa,1986)，也因组织而异0shmandRoy,1983)。且血淋巴在调控

昆虫的营养状态起了重要的作用(Simpson and Raubcuhelmcf,1993)。因此，我们特研究cd

和cu影响棕尾别麻蝇(Boettcheriscaperegrina)幼虫血淋巴能量水平的浓度和时间效应，并

探讨能量化合物和生长发育的关系。

1材料与方法

1．1供试虫源

棕尾别麻蝇来源及饲养方法同第四章1．1。

1．2饲料的配制

饲料配制方法同第九章1．2。

1．3实验设计

1．3．1浓度效应的试验

1日龄的棕尾别麻蝇幼虫分别取食含不同浓度的ca2,或cu2+的食物：100、200、400、

800 ug，g。取食正常饲料的幼虫设为对照。每个浓度作为一个处理，每个处理设三个重复。

分别取处理后48 h的幼虫血淋巴，放入预先加有少量苯基硫脲晶体的Eppendorf管中，然后

置Beckman高速离心机上于4"C，8000 g离心10 min，取上清液，放入低温冰箱(一70"C)

保存备用。
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1．3．2时间效应的试验

棕尾别麻蝇1日龄幼虫被喂食含800 u g／g Cd2+或Cu2+的食物，分别在处理后24、48、

72、96和120h取幼虫的血淋巴，离心后，放入低温冰箱备用。同时设有对照。

1．4血淋巴可溶性蛋白浓度的测定

按Bradford(1976)的方法进行测定，取上述的上清液，用生理盐水适当比例稀释。以考

马斯亮蓝G250染色，用分光光度计测定样品OD5”，并以牛血清蛋白为标准蛋白制定标准曲

线。

1．5总糖含量的测定

参照冯慧(1989)的方法，在一定量的血淋巴中加入磺基水杨酸溶液至最终浓度为10

％，离心，除去蛋白质沉淀，将上清液稀释到一定浓度后，稀释液1面，加入0。2％蒽酮浓

硫酸试剂5 ml。在沸水浴中加热10 lain，冷却后在620脚进行比色测定。以葡萄糖制作标

准曲线。

1．6脂质的测定

采用含磷香草醛酸法(NaKamatsu andTanaka，2003)。取出幼虫血淋巴5 Hl，用蒸馏水

补足到100p1，加入0．5ml氯仿，室温静止10min；然后翘入0,5ml的浓H2SO‘，沸水中加

热10rain，冷却至室温。最后加入1 ml含磷香草醛溶液(在14M的磷酸中加入13mM香

草醛)，混匀后，在室温下置30 min。测ODs47。以胆固醇(2．5 rag／m1甲醇)制作标准曲线。

1．7热量值的计算

参照Graney和Giesy(1986)的方法，假定脂类的热量值为9．5 cal／mg，糖的热量值为

4．3 cal／mg，蛋白的热量值为4．1 eal／mg来计算熟量值(caFml)。

1．8数据分析

利用DPS软件(唐启义和冯明光，2002)对各处理指标进行方差分析，再以Dime．an’s新

复极差法比较各处理之间的显著性差异。
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2结果

2．1 Cd2+对三种生化物质及能量水平的影响

2．1．1浓度对三种生化物质及能量水平的影响

不同浓度的cd2十对棕尾别麻蝇幼虫血淋巴总糖、蛋白和脂类的影响如表10—1。可以看

出，与对照相比，经cd”处理后这三种生化物质的浓度减少，且不同浓度的c矿对总糖(F

=8．574，df=4，P=o．0029)、蛋白(F=56．15，df=4，P=0．0002)和脂类(，=17．367，df=4，

P=0．0039)的影响有显著差异，都随着cd”浓度的增加，兰种生化物质的浓度不断减少。

不同浓度的cd”处理后，棕尾别麻蝇幼虫血淋巴的热量值随着cd2+浓度的增加而减

少，且差异显著(F=51．806，dr=4，P=0．0003)。Cd2+浓度为800Hg，g时，最大减少量达

对照的48．47％(图10．1A)。

碳水化合物与蛋白的比值随着cd2+浓度的增加而增加，cd”浓度Y9800u眈时，与对

照相比达显著水平(，=21．703，dr=l，P；0．0096)(圈10-2A)。碳水化合物与脂类的比

值在低浓度时减少，高浓度时有增加的趋势，且cd“浓度为800 H幽时，增加显著(，=

15．828，df=l，P=0．0164)(图10-3A)。

2．1．2处理时间对三种生化物质及能量水平的影响

棕尾剐麻蝇幼虫连续取食含800u晚Cd2+的食物后，糖、蛋白和脂的浓度都比对照少(表

10-2)。减少的顺序是蛋白>脂>糖。对照和cd2+处理的棕尾别麻蝇幼虫血淋巴的热量浓

度变化趋势类似，且在同一时间，cd2+处理的热量浓度都比对照减少(图10-4)。由图10．5

可知，在同一对间，Cdz+处理的棕尾剐麻蝇幼虫血淋巴碳水化台物与蛋自的比率总是比对

照高。且差异显著(，；216．454，园r_1，P<10。．)。同时，Cd“处理的棕尾别麻蝇幼虫血

淋巴碳水化台物与脂类的比率也比对照高。差异达显著水平(F=5．214，dr--1，JP=0．0335)

(图10．6)。

2．2 Cu2+对三种生化物质及能量水平的影响

2．2．1浓度对三种生化物质及能量水平掘影响

棕尾别麻蝇幼虫血淋巴总糖、蛋白和脂类的含量随Cu2+浓度的增加而减少，且．Cu2+浓

度对总糖(F=8．924，df=4，P=0．0025)、蛋白(F=3t．652，df=4，P=0．001)和脂类(F=

t0，031，df=4，P=0．0132)的含量也有显著影响。而低浓度的(o+(100H自幢)则会引起血淋

巴蛋白浓度的增加(表10．1)。
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除100 ug／g的处理外，棕尾别麻蝇幼虫血淋巴的热量值也随着Cu2+浓度的增加而降低，

H浓度间差异显著(，=37．32，dr=4，JD=0．0006)。Ca24浓度为800ugg时，最大减少量

达对照的37．02％(图10-1B)。

cu2+处理对碳水化合物与蛋白的比值无显著影响(，=O．104，园r-1，_P=O．7518)，而对

碳水化合物与脂类的比值有显著影响(，=O．094，af=1，P=O．7634)。cu2+处理浓度对碳水

化台物与蛋白的比值(，=2．805，af=4，P=0．0847)和水化合物与脂类的比值(，=o．446．af

=4．P=0．7729)均无显著影响(图10-2B和10-3B)。

2．2．2处理时闻对三种生化物质及能量水平的影响

棕尾别麻蝇幼虫连续取食含800Ⅱ眺c小+的食物后，糖、蛋白和脂的浓度都比对照减少

(表10-3)。减少的顺序是糖>蛋白>且自。在同一时间，Cu2+处理的热量值也比对照减少，

但减少的程度比。矿小(图10--4)。由图10-5可知，cu“处理的棕尾别麻蝇幼虫血淋巴

碳水化合物与蛋白的比率是随着时间先下降再升高，而对照是一直下降的；并且在24 h到72

h间处理的比率比对照低，之后，处理的比对照高。同时，Cu2+处理的棕尾别麻蝇幼虫血

淋巴碳水化合物与脂类的比率变化趋势与此类似(图10-6)。

3讨论

棕尾别麻蝇幼虫经cd”或cu2+处理后血淋巴热量值下降。说明棕尾别麻蝇受重金属胁

迫后有能量的损耗。与此类似，甲壳类动物受重金属胁追血淋巴热量值也下降(Dickson et a1．，

1982；Rada_Akrishnaiah and Busappa，1986；Tormblanea et a1．，1991；Chinni and Yallapragada，

2002)。Graney和Chewy(1986)已经证明毒物的暴露能通过代谢调节来减少热量值，并

且铅暴露引起代谢率减少已经被报道(Satyavathi elaL，2000)。另外，重金属处理后，能量

(热量)水平的减少也反应了食物吸入率和吸收率的变化(Maryatlski etal．，2002)；这也是

解释童金属抑制生长发育和繁殖的部分原因。

在cd+处理棕尾别麻蝇幼虫血淋巴中碳氢化合物与蛋白的比和碳氢化合物与脂类的比

增加表明cd+对蛋白和脂类的影响比对碳氢化合物(糖)的影响强。这可能是由于结构损

伤(在一定程度上引起蛋白和脂类的损耗)(Lauvea,jat el以，1989；Sohal etaL，1977)和血

细胞渗透的综合影响(Vilella etal．，1991)。

我们的结果表明，与对照相比，Gd“处理棕尾别麻蝇幼虫血淋巴的蛋白浓度明显减小，

并且Cd2+浓度越高，蛋白浓度越低。这与其它的报道相一致。如伸展摇蚊Chironomustenlans

幼虫暴露于10plancd”1 h后蛋白浓度显著下降到对照的70％(RathoreelaL。1979)。黑瘤

姬蜂Pimpla turionellae Cd暴露后蛋白浓度显著降低或不变化(Ortel，1991)。紫蓝丽盾蝽(金
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花蝽)Ckrysocorisstolli暴露于Cd后蛋白水平随组织而定(Islam and Roy，1983)。Chinni和

YallaDmgada(2002)报道Penaeus in硪cus蛋白浓度因铅暴露而降低，并且铅浓度越高蛋向

浓度降低越多。在糖虾Mysidopsis bahhz中重金属通过干扰代谢来影响总蛋白含量。cd胁

迫可以损伤DNA，使蛋白表达受到影响，从而导致总蛋白量的减少(Cart et a1．，1985)。另

外重金属可以诱导昆虫产生金属硫蛋白(Marshall，1983；Aoki el以，1984；Maroni andWatson，

1985；Kasai，1993；Niu，2000)。但若金属硫蛋白螯合了过多的cd，将对细胞产生毒害，从而

干扰生理过程。

我们的结果表明， Cd2+或cu2+处理棕尾别麻蝇幼虫后血淋巴的脂类浓度明显减小。

这与阻往报道的cd”对脂类的影响相似。紫蓝丽盾蝽e stolli在注射5Ⅱg CdCl2，头后血淋

巴胆固酵水平持续下降(Islam and Roy,1983)。Ortel(1991)报道只turionellae成虫通过

食物暴露于cd 7天后总脂含量显著下降。4龄舞毒蛾Lymantria dispar暴露于cd 3天后-

血淋巴脂类浓度严重下降(Ortel。1995)。Bisehof(1995)报道cd和zn引起舞毒蛾工．dispar

血淋巴和虫体脂质的减少。Cd污染的大蜡螟Galleria mellonella蛹和幼虫总脂含量也大大

降低(Shin et a1．．2001)。CA对水生生物脂类合成的影响也已被报道。高的CA2+浓度导致

软体动物器言的磷脂组成发生相当大的变化(Evthushenko“a1．，1986)。

棕尾别麻蝇幼虫血淋巴总糖的浓度也受ca2+或Cu2+的显著影响。与此类似，受cd污

染后，舞毒蛾L dispar幼虫血淋巴中海藻糖大大降低，然而山梨糖醇和葡萄糖无明显的影

响。Rt娥ly和Rao(1988)认为重金属引起的碳氢化台物的减少可以归因于金属对氧化代谢

的影响。但有些学者的结论与此不一致。如Ortel(1991)报道黑瘤姬蜂P-turionellae吸入

Cd2+后碳水化合物没有显著变化；Islam和Roy(1983)报道紫蓝丽盾蝽C stolli被注射

c矛+凡小时后血淋巴碳水化台物升高，但膳肪体和邸巢中的糖却降低。由此看来，在重金属

对昆虫体内总糖或碳水化合物的影响，往往因昆虫的种类及器官而异。

总之，cd2+或cu2+扰乱了棕尾别麻蝇幼虫血淋巴的化学组成。这有助于我们更好的理

解cd+或Cu2+对棕尾别麻蝇的有害影响。但究竟毒性过程从哪里开始尚不得而知，也许是

首先抑制取食器官的肌肉活性，这有待于以后进一步的研究。另外重金属的神经毒性影响已

经有过报道。如cd在10r5 M或更少的浓度就可以影响神经传递素的释放(Cooper et a1．，

198钔，并且cd可以抑制A口酶的活性(Evtushanko etaL，1986)。最近更多的学者把兴趣集

中在有关cd与Ca(Albert etal．，1999)、cd与基因表达(Mattinglyetal．，2001)及cd与金

属硫蛋白(1ngrid and Dick，2003)的研究上。
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表10-1不f司浓度的Cd上+或Cu2+对棕尾别麻蝇幼虫血淋巴化学组成的影响

Table 10．1 Effects of concentration-dependent treatment of Cd2+OF Cu2+on biochemical constituents in

larval hemolympb ofBoettcherisca peregrlna

Metal
Cd2+ Cu“

conceau。afioas

(mg枷)(mg／m1)

Totallipi出

(mg／rn】)

Totalsl蝴Total脚s 1砌upids

o刀曲曲 (mg枷)0ngⅧ)

Ⅸ

100

447±032 67．53±1．29 5．98±0．22 5．05±084 68 83±0,55 5．85±0．19

3．71±0．24+ 58．44±1．10’

(17．11％l(13．460／o)

5．60±0．22

(6．41，舒

473士0 31 72．73±n37‘ 5．32±0．40

辑31绚 (．5舶獬 813哟

200 3．19±0．19‘ 5208±0．18+4．89±0．32‘4．37±0．22 57．144．5．51+4．784．0．16‘

(28．64％)(22．88％)08．15％)(13．41蜘 (16船％) (18．28呦

400 299士n73。44．42土4．59’4．424-0．40。 3．51±0．33‘48．704-0．18‘ 437±n07’

03．05呦 。4上3绚 ∞∽句(3n4S哟(29．24t／J)(25．33哟

800 2．784-0．27’ 33．57±2．48+ 3．37±0．50’ 3．264．0．22+44．034．4．22’ 3．824-0．63’

07．鞠％)删129呦(43．卯％)(35．41嘲06．04％) ∞77％)

Note：Each垤}∞托弭舒哪晦the皿哪±summeddeviafi,m．TheⅦkinthe—北nlhc黼represent珥卸虹n旷decreaseover
controlvalue’Significantlydiffealentfromcontrolsatp(005．
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圈10-1不同浓度cd”㈣或Ce2+OS)处理下棕尾捌廓蝇幼虫直潍巴的热量值
Fig．10-1 CdoHe valn嚣of larval hmolymph of置p鲋曙嘲口afterⅡp咖n to cHffe口rent cORC蚰t]PadOBS of

Cd2+(A)oF cnl‘鳓

+表示与对照差异选显著永平(户<0．05)。下同．‘Significantlydifferent蠹o『n controls at．P<0．05 8cc0Idillgto

Duncan’smuldple rangetests．The sameforthefollowingfigures．
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图10-2不同浓度Cd2+㈧或cl一回处理下棕尾别赓蝇幼虫血辩巴碇承化台物与蛋白妁比率

Fig．10-2 CJrl如hydn倒prm山ratio of Im-v_／hemolym曲。f昱p鲥害嘲t under tre·lments with different

cooeeRtratlons ofCd“(A)OF Cu”㈣
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一墓一
圈10-3不同浓度cd知C^)或cu“㈣处理下棕尾别辣蝇幼虫^淋巴穰永化合物与脂类的比率

Fig．10-3 Carbohydrate,qipid ratio of larval bemolympb ofB．肿at different concentrations of cd“

(A)orCu2+OS)

表10-2不同时闻的Cd2+处理对棕尾鬟廓蝇幼虫^淋巴化学组成影响

Table 10-2 Effects of time-dependent treatmen!of Cd”∞totJd biocbemictl constituents in in llrval

bemolymph of置弘呐4
Treatm丘lttime Total sugms(m咖d) T曲d pr妇(珂咖D Totalli曲b(mghnl)

(” c∞廿ol ne岫∞t c伽口试n翻妇船t Control Treamtm3t

24

48

2．33士0．06 2．03士0，27 23．86士1，06 5．554-0．14+ 2．68士O．62 2．39士0．05

02．86'幻 (76．73％) (11，儿呦

3．78士0．59 2．”±0．54 61．69士3．6'7 20．194-1．1铲 3．19士0．30 2．254-0．05’

(21．33％、 (67．26％)(29．67％)

72 5．11士0．39 4．52士0．11+ 67．534-1．29 33．57-+-2．48’ 5．98士0．22 5．60 4-0．22+

(11．5l’的 (50．29％) (6．45％)

96 4．14±0．44 3．41±0．50 83．77±0．55 33，25"±I．47’ 53,84-0．32 3．1咖．20‘

120

(17．15呦(60．31绚 (39 53％)

3．85±0．32 3．24±0．16" 56．41±2．32 49．13士1．42‘4．32士0．10 4．26士0．42

05．81％) (12．89哟 (1，22％)

注：每个值表示为平均值±sn。括号内的值表示与对照比减少的百分宰．‘表示与对照差异选显著水平(|P

(0．05)． Note：Each value represents the mc啦Ji±standard deviation．The values in the parentheses repres恤t

percejatagedecreaseOVer conⅡolvalue．+Significanfly diffe_mtfromcontrolsatP<0．05．
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表10-3不同时问的cu2+对棕尾别麻蝇幼虫血淋巴化学组成影响

Table 10-3 Effects of time-dependent treatment of Ce“on total biochemical constituents in in larval

hemolymphof&peregrina

注：每个值表示为平均值士置n，括号内的值表示与对照比减少的百分率。’表示与对照差异达显著水平(P

<0．05)-Note：Each value n严∞m乜the mesu±standard deviation．The values in the pm'enthmes represent

p∽entagndecreaseova"controlvalue．’Significantlydiffcxentfrom controlsatP<0．05．

■a【 口Cd

48 72。 96

400

300

0

■0【 口o．

◆
120 24 聃 72 96 120

Treatment time m)

圈10-4不同浓度Cd2+或cu”处理下橡尾捌庸蝇幼虫血淋巴的热量值

Fig．10-4Caloricvaluesoflarval hemolymphin centrol andB．m嗍gr／na打％tedwith 800Ⅱ0『gCd“orCu“

at differentⅡpemre time
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∥凳一
图10-5不同浓度Cd抖或cn抖处理下椽尾捌廓蝇幼虫血潍巴蕞水化台麴与蛋白的比率

Fig,10-5CarbohydrateYprot*in ratio eflarvalbemelymphin centrel andB．peTegr抽打Hted’小h 800p霉lg

Cd“orCu“atdiffer,rot exposuredmle

■a【 r3cd

24 48 72 96

■噬 口血

h圳
120 24 ●8 72 96 120

Treatmc：nt time m)

圈10-6不同浓度cd廿或cu抖处理下棕尾别麻蝇幼虫血淋巴碳柬化合物与朦类的比率

Fig．10-6 Carbohydrate／lipid rttie oflarval hemolymph in control and置弘呐_treated with枷p酞
Cd“orCu”at different exposuretime
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第十一章铜和镉对棕尾别麻蝇幼虫脂质过氧化作用的影响

重金属离子进入生物体内，诱导生物体内产生各种自由基，进而攻击多不饱和脂肪酸的

烯丙基氢，引发脂质过氧化作用。这种依赖自由基反应并由脂质过氧化作用(LPO)介导的

细胞功能紊乱被认为是重金属离子引发生物体病理改变的机制之一(胥宝会等，1989；张文

清等，1994)。Cu作为生物必需元素，一方面可作为Cu，Zn-SOD酶的活动中心，参与清除

生物体内的自由基，具有抗腊质过氧化作用，另一方面，叉具有较强的诱导细胞膜的脂质过

氧化作用(张文清等，1994)。在细胞水平，Cd可以通过代替金属辅因子或与必需硫醇群结

合来抑制SOD和CAT等解毒活性氧的酶。这将导致Oi一增加和OH-的产生，从而导致氧

化胁迫和脂质过氧化，引起细胞损伤(Maneaetal．，1991；Bcyea'smann andHcchtenbcxg，1997；

Goerlng et a／．，1995；Kawanishi，1995；Korsloot et aL，2004)。因此，调查有关Cu和Cd诱导

的昆虫脂质过氧化有助于了解重金属对昆虫细胞的氧化毒性。有鉴于此，本章我们主要研究

C112+或Cd2+对棕尾别廓蝇幼虫(Boeffcheriacaperegrina)的脂质过氧化作用及其与剂量、时

间的关系。

1材料与方法

1．1供试虫源

棕尾别麻蝇来源及饲养方法同第四章I．I。

1．2饲料的配制

饲料配制方法同第九章1．2。

1．3实验设计

1．3．1浓度效应的试验

1日龄的棕尾别麻蝇幼虫分别喂食含以下浓度c矿或Cu2+的食物：100、200、400、

800、1600p如。取食正常饲料的幼虫设为对照。每浓度处理设兰次重复。分别取处理后49

h的幼虫放入超低温冰箱(一70"C)保存备用。

1．3．2时间效应的试验

棕尾别麻蝇1日龄幼虫暴露于含800 u自幢c矿或cu“的食物，分别在处理后24、48、

72、96和120 h取幼虫放入超低温冰箱(一70*(2)备用。取食正常饲料的幼虫设为对照。
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1．4样品液制备

取5头样品虫体，加入】mlTris-HCl缓冲液(pH=7．4)．研磨成浆，4"C 3000 g离心5

min，去除组织和细胞碎片，取上清液分析过氧化产物丙=醛(MDA)的含量。

1．5脂质过氧化的测定

脂质过氧化方法采用硫代巴比妥酸(TBA)法(胥宝会等，1991；张文清等，1994)。5

ml稀释10倍的组织提取液中，加入20％的三氯乙酸和2 ml 0．67％(wM巴比妥酸，在沸水

浴中避光加热10rain，然后3000 g离心5 min，测OD530。

脂质过氧化活性可表达为：(即过氧化产物丙二醛(MDA)的浓度)=

0_02s_o×素×去w1·09(amol／rainhnsm
B=1．56 x 105 M‘1·面1，Pr：蛋白

1．6数据分析

利用DPS软件(唐启义和冯明光，2002)对各处理指标进行方差分析，再以I)llncan’s新

复极差法比较各处理之间的显著性差异。

2结果

2．1 Cd2+对棕尾别麻蝇幼虫脂质过氧化作用的影响

cd2÷浓度对幼虫体内的MDA浓度有显著影响(F=5．544，园r-5，P=0．0071)，且高浓

度处理组(1600 ug，g)体内MDA浓度显高于低浓度处理组及对照组(图II·1A)。另外，

对MDA浓度和处理的Cd2+浓度进行回归分析，发现二者存在正相关关系(表1 1-1)。回归

方程统计检验达极显著水平(P<0．01)。这些均说明cd2+能引起棕尾别麻蝇幼虫脂质过氧

化作用且与剂量有关。

1龄棕尾别麻蝇幼虫连续取食含800ugCoaTg人工饲辩后，体内的MDA浓度随着暴蘸

时间的延长而增加，并且不同时间的MDA浓度存在明显差异(F=7．050，af=4，_P=0．0058)

(图1 1-2)。对MDA浓度和暴鼹时间进行回归分析，发现二者存在正相关关系(表1 1-2)。

回归方程统计检验达极显著水平(P(O．01)。另外，在整个实验过程中Cd”处理组MDA

浓度显著高于对照组(F=181．457，af=1，P=0．0002)。



2．2 Cu2+对棕尾别麻蝇幼虫脂质过氧化作用的影响

l龄棕尾￡q麻蝇幼虫经不同浓度的Cu”处理48 h后，体内MDA浓度随处理cu”浓度

的变化而变化(图l】．IB)，结果表明cu”浓度对幼虫体内的MDA浓度有显著影响(，=

7．968，∥=5，P=o．0016)，并且高浓度处理组(1600 u眈)体内MDA浓度明显高于低浓度

处理组及对照组。另外，对MDA浓度和处理的c∥浓度进行回归分析．发现二者存在正

相关关系(表11-1)。回归方程统计检验达极显著水平(P<O．们)．这些均说明cu2+能引起

棕尾别麻蝇幼虫脂质过氧化作用且与剂量有关。

1龄棕尾别麻蝇幼虫连续取食含800．19Cu2+／g入工饲料后。体内的MDA浓度随着处理

时间的延长而增加，并且不同时间的MDA浓度存在明显差异(F=10．07，dy=4，p=0．0016)

(图11．2)。对MDA浓度和处理时间进行回归分析，发现二者存在正相关关系(表11-2)。

回归方程统计检验达撮显著水平(P<O，01)。另外，在整个实验过程中cu2+处理组MDA

浓度显著高于对照组(，=181．457，af=】，P一0．0002)。
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表11．1棕尾别麻蝇幼虫MDA浓度与cd2+和cu2+浓度的回归统计结果

Table 11·l Results of statistic analysis to the MDA concentration In且peregrina larvae and the treatment

conceutrnt|ons ofCd2+arid Cu2+

0 24 48 72 96 120 144

Treatmenttime(h)

围11．2不同c矿+和Caz+处理时问对稼尾别廓蝇幼虫脂质过氧化作用的影响

Fig．11．2EffectsofthetreatmenttimeofCd¨andCa“onthelipidperoxldntlon of／Lperesr加alarvae

表ll之棕尾翔廓蟪幼虫MDA浓度与时闻的同扫缱计结果

Table 11-2 Rtsnlts of statistic-n-ly出t0 theMDA toncentration la置p甜咯岫10 larvae and treatmentⅡmt

with C一+¨d Cu2+

3讨论

所谓脂质过氧化(Lipid pernxidation，LPO)是指活性氧、自由基攻击生物膜中多聚不饱和

脂肪酸而引起的一系列氧化过程，此过程可产生一系列脂质过氧化物，而丙二醛(MDA)
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是自由基引发的脂质过氧化作用的最终分解产物，其含量可间接反映机体的脂质过氧化水

平。我们的结果显示cd2+诱导棕尾别麻蝇幼虫细胞内MDA浓度增加，从而证明cd2+催化

脂质过氧化反应(图11-1)。这与前人的报道～致(Manca el aL，1991；Shen and Sangiah，1995；

Sarkar el a1．，1997)。同时，Cd2+能引起棕尾别麻蝇幼虫脂质过氧化作用，且与剂量有关。这

与有关的研究一致(Stacey出aL，1980；胥宝会等，1989)。高浓度的cd2+诱导脂质过氧化，

并导致严重的病理变化(Bagchi et aL．2000)。然而，脂质过氧化的上升是否是镉的直接影响

效应，通过镉诱导是否能置换氧化还原金属离子或使谷胱甘肽含量下降，还有待进一步的研

究。

我们的结果还证明过量的cu”可以诱导脂质过氧化。这与以往的报道是～致的。Cu2．

在活性氧的形成和膜的脂质过氧化中扮演着催化剂的角色(Chan et aL，1982)。已经证明

cp在许多系统中促进脂质过氧化，其机制是通过GSH还原Cuz+从铁诱导脂质过氧化的

抑制剂变成了催化剂，Cu+通过还原F≯来加强脂质过氧化反应∞eekman etaL，1988)。另

外，铜诱导活性氧产生的结果也是增加腊质过氧化反应，当肝匀浆液或肝细胞与铜离子反应

时戊烷、丙二醛及硫代巴比妥酸反应物质(TBARS)的生成量增加可以证实。并且老鼠摄

取的铜过量将导致体内线粒体膜脂质过氧化，共轭二烯烃和TBARS浓度增高(Sokol elaL，

1990)。这将导致肝内部线粒体膜膨胀和其它肝损伤的生化和组织症状。铜催化脂质过氧化

也是铜过量时老鼠肝细胞溶酶体变化的基础(Myra甜a1．，1993)。这些老鼠肝细胞溶酶体

的膜脆度增加，流动性减少，膜中的TBARS浓度加倍。脂肪酸膜含量也有变化，并常伴随

着未饱和脂肪酸的增加。这些让我们想到Cu2+导致棕尾别麻蝇幼虫中肠和马氏管的损伤的

原因可能也是因为QP诱导腊质过氧化反应。

有关重金属离子诱导的脂质过氧化作用是否存在剂量效应和时间效应，曾有许多相互矛

盾的报道。刘瑞明和刘毓谷(1990)在利用大鼠游离肝细胞培养法研究Cd”对肝细胞的脂

质过氧化作用时，发现肝细胞脂质过氧化作用的强度与cd2+的浓度无关，甚至在高浓度下

的Cd2+具有抑制肝细胞脂质过氧化的作用。张文清等(1994)在研究Cu对大鼠肝细胞的

脂质过氧化作用的影响时，发现cu2+在vc／Fe2+和ADe／Fe2+激发的两种LPO模型中表现

出强的抑制作用，且在有机激发剂过氧化氢异丙苯(CHP)介导的腊质过氧化中有刺激作用。

Sokol等(1989)的研究中。发现Cu2+与离体细胞(肝细胞、红细胞)孵育后，可导致这些

细胞LPO介导的损伤。在研究中，因所用的离体模型不同，即使同一元素，得出的结论也

有不～致的现象。然而，胥宝会等(1989)研究染cd大鼠及镉污染区居民的脂质过氧化作

用时，得出cd可诱发大鼠的脂质过氧化作用，而且与剂量相关，Cd污染区居民血清脂质
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过氧化物浓度明显地高于非污染区，而且其血清脂质过氧化物浓度与血中的cd及居民在该

污染区的居住年限之问存在着正相关关系。我们的研究结果表明Cd2+和cu2+对棕尾别麻

蝇幼虫的脂质过氧化作用存在着浓度效应和时问效应，在这一点上与以往离体实验模型中得

出的结论不一样。我们的实验是活体实验结果。从而更能反映实际情况。所以利用本研究得

到的结果，即脂质过氧化产物MDA浓度的变化可指示环境中重金属离子的污染。



第十二章棕尾别麻蝇金属硫蛋白的分离纯化及性质分析

金属硫蛋白(Metallothionein，MT)是一类低分子量的富含半胱氨酸且可被重金属、激

素和各种细胞因子诱导的金属结合蛋白。其功能包括微量元素储存、运输、代谢，重金属解

毒，拮抗电离辐射，清除羟基自由基等。自Margoshes和Vallee(1957)首次从马肾脏中分

离出镉金属硫蛋白(Cd-MT)以来，有关微生物、植物和动物MT的性质与功能等已得至-tlT

广泛的、不同程度的研究。相对而言，有关昆虫MT的研究则较薄弱。虽然，不少学者已证

明MT或金属结合蛋白存在于多种昆虫中，如摇蚊Ch折onomusyoshimatsui(Vamamuraet口f．．

1983)、石蝇Eusthenia spectabilis(Everard and Swain，1983)、橡尾别麻蝇Boettcherisca

(Sarcophaga)peregrina(Add el aL，1984)、德国小蠊Blatellagermanica(Bouquegneau etnt，

1985)、黑腹果蝇Drosophila melanogaster(Lastowski-Perty耐a1．，1985；Mokdad et at．，

1987)、蜉蝣Baetisthermicus(Suzuki elat，1989)、家蝇Muscadomes矗cafK．saielal．。1993；

Niu el a1．，2000)、弹尾虫Orchesella cinela fflensbergen et at，1999)，以及桑蚕Bombyx mori(何

秀萍等，2000)。但是，对它们性质与功能的认识还是相当有限的。迄今，除明确了黑鹱果蝇

(Lastowski-Perry etal．，1985；Mokdadelal．，1987)和弹尾虫(Heasbergenelal．．1999)MT

的一级结构外，对其它则无任何研究。究其原因可能与研究过程中未分离纯化得到MT有关。

为此，本章特对栋尾别麻蝇(Boettcherisca peregrine)MT韵分离纯化与生化特性作较系统

的研究，为今后深入分析其结构与功能关系等奠定良好基础。

1材料和方法

1．1仪器与设备

蛋白层析系统(BioLogic DuoFlow chromatography systems，BIO，I认D公司)，Sephadex

G一50(Am=sham)，UNO Q1(BIO-RAD公司)，Bio-gd P-6 03]O-RAD公司)，蛋白扫描仪

(GS。800，BIO—RAD公司)，紫外分光光度计(uv，2550，日本岛津公司)，超速离心机(Ultra

80，Kendro)，冷冻干燥机(Alpha 1-2，Christ)，原子吸收分光光度计(AA]00．Perkin Elmer)，

商效液相色谱(Agilent 1100，安捷伦公司)，色谱柱(Zorbax Eclip∞AAA，安捷伦公司)

GS．800凝胶成像系统(Bio—rad)calibrated densitomcter



1．2供试虫源

棕尾别麻蝇来源及饲养方法同第四章t．1。

1．3 MT适宜诱导条件的确定

1．3。1诱导条件

以含有o、50、100、200、400、800 p眈Cd2+的饲料分别饲喂2日龄幼虫。于处理后

24、48、72、96和120 h，自各处理随机取10头幼虫，排空24 h后用蒸馏水洗净，贮存于

一70℃的超低温冰箱中，供幼虫体内MT含量测定。试验重复3次。

1．3．2 MT的粗提

参照任育红等(2002)．将收集各幼虫样品分别置于10 mM Tris-HCl缓冲液(含有0．25

M蔗糖，100relyl 2-巯基乙醇，pH 8．6)中匀浆，于4℃下。10，0009离心10min，收集上清。

上清经沸水浴加热2～3 mia，再于4℃下，10，000 g离心20 rain，收集上清液。加入3倍体

积_20℃预冷的无水乙醇于上清液中，置一20℃过夜、沉淀。尔后，于4℃下12，000 g离心

20min。取沉淀，加5Ⅱll的0．01MTris．Ha缓冲液混匀、溶解，再于4"OT 15,ooo g离心

20 rain，收集上清，即得MT租提液。

133 MT含量的测定

参照Eaton和T(，al(1982)及Kldn等(1990)的铺血红蛋白(Cd—lib)饱和法。在100

plMT粗提液中分别加入10mMTris-HCI缓冲液(pn 8．6)600pl和20 ug／mlCdCl2溶液

100 ul，混匀。然后，加入2％牛血红蛋白1(30 ill,混匀，静置10 mb。接著置沸水浴中加

热2-3min，再于4℃下12，000 g离心10min，收集上清。再加入2％牛血清蛋白100u‘混

匀，静置10 rain，沸水浴中加热2～3 min，12000 g离心10 min，得上清。最后，用原子吸

收分光光度计(AAl00，PcTkin E1m哟测定上清液中cd2+含量。因MT螯合有c矿，这样

MT含量越商，其螯合的cd2+含量也越高，故以Cd2+含量表示MT的相对含量。

综合分析对比各Cd”处理浓度与处理时间中虫体内MT含量．确定诱导MT产生的适

宜条件。

1．4MT的分离纯化

根据方法1．3的研究结果，将适宜条件下诱导处理后洗净的幼虫先移入置于冰沿中的玻

璃匀浆器中，加2倍体积的10mM Tris-HCl的缓冲液A(含0．25 mM PMSF，100mM 2-巯基



己醇，pH 8．6)，匀浆。然后，匀浆液于4"C下以25，0009离心20min。取上清液，置80℃

匣温水浴处理3min以除去热不稳定蛋白，用冰水冷却，再于4。C下以25，0009离心10min，

取5 m1上清液上柱分离，剩下的分装，贮存于．70℃冰箱中。

分离纯化以Biologic DuoFlow⋯蛋白层析系统(Bio-md公司)进行，具体步骤如下：

首先，将上清液上样于预先以缓冲液A乎铤的SephadexG．50凝胶柱(2、5×100cra)。用同

样的缓冲液洗脱，流速0．4 ml／min，4 ml／管收集流出液。分别以波长254 nln和280 l'm检测

每收集管的紫外吸收值，同时，以原子吸收分光光度计测定每管cd+浓度。其次，收集A2H

>A280和Cd2+浓度均高的分离组分，再上样子预先经缓冲渡A平衡的UN01”Q1阴离子交

换层析柱(7×35 mill，Bio-rad公司)，进行离子交换层析，样品上完后先用4倍体积的缓冲

液A进行预洗，然后改用含0～1 MNaCI的缓冲液A进行线性梯度洗脱，流速l ml／min，

0．5 ml，管进行收集。再次，收集所要的洗脱峰(A2s1)'A2∞和Cd含量均商的组分)，将其冷

冻浓缩至约1ml，再上样于预先经10 raMNH出COj平衡的Bio-GelP-6分离柱(1×309trt，

Bio-md公司)进行脱盐。最后，对所得MT组分进行冷冻干燥。

1．5 MT的性质分析与鉴定

1．5．1分子量测定

按King(1971)的方法以SDS-PAGE不连续体系(15％5Y离胶，4％浓缩胶)进行电泳，

然后用考马斯亮蓝R250染色，脱色液(甲醇：球醋酸：水=l：1：8)脱色。尔后，以GS一800

凝胶成像系统fBio-rad)进行电泳图像扫描，并用Quantility one蛋白分析软件分析MT的分

子量。

1．5．2螫合Cd原子敷的浏定

取一定量MT纯化样品溶于少量0．01 M Tris-HCl溶液，然后用原子吸收分光光度计测定

溶液中cd2+浓度。J喟Bradford(1976)法测定溶液蛋白浓度，并根IgSDS-PAGE电泳法测得

的MT分子量计算出每分子MT结合Cd的摩尔数。

1．5．3巯基含量测定

用Ellman’s方法测定巯基含量(Riddles et a1．，1979)。取一定量MT样品，配成50 4 l

溶液，加入10ul的1．2MHCI和200p1的O．1 M EDTA，反应10min脱去金属。加入200

ja]Ellman’s试；f!J(含5 rnMDTNB，】mM EI)TA，6 M盐酸胚，011 MPBS，pH 7．2)，混匀

3rain使MT变性后与Dnm形成黄色络合物，用O．1 M PBS，pH 7．2稀释，用紫外分光
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光度计(uv一2550，日本岛滓公司)在412 nm处测紫外吸收值。用c=DA／￡计算巯基浓度

(M)，式中D为稀释倍数，A为吸收值，￡=1．42×l 04M‘1·cITl～。再根据巯基浓度和MT

的摩尔浓度计算每分子棕尾别麻蝇MT含巯基的量。

1．5．4氨基酸组成分析

将纯品溶于6。0MHCt中，真空条件下110℃水解24h，用高效液相色谱(Agilent tt00，

安捷伦公司)分析水解产物中氨基酸组成，并计算氨基酸相对百分含量。其中色谱柱为Zorbax

Eclipse AAA(安捷伦公司)。激发光波长和测定光波长各为340 Da'n和450 nm。

I．s．5紫外吸收特征光谱酒定

取一定量MT样品溶于O．Ol M Tris-HCl溶液，将待测样品适当稀释，分装两管。其中

一管直接以紫外分光光度计(UV-2550．日本岛津公司)进行190 am-300nm的紫外扫描。

另一管加入HCI使其终浓度为0．05 M，通过酸化作用制备脱辅基蛋白(Byrdelal．，1988)，

然后在同样的波长区内进行紫外扫描。分析MT脱辅基前后的紫外吸收特征光谱。

2结果

lnduetaon time(h)

图12-1不同浓度cd¨诱导棕尾捌麻蝇幼虫不同时问后其件内的MT的相对含量

Fig．12-1 The relative。Ⅲ＆击el吐of metallothlonelu In Boettcherisea peregrine 1arVAe after

exposure to cudmJum with different con咖trInon●for differeut tJmes
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2．1 MT适宜诱导条件的确定

结果如图12．1。Cd21浓度对其诱导棕尾别麻蝇幼虫体内所产生MT的相对含量(以Cd2+

含量表示)有着极显著的影响(F=59．48，∥=5，尸(O．O”，cd2+浓度越高，诱导产生MT

的相对含量越高。但是，诱导时间对Cd2+诱导产生MT的相对含量则无显著影响(F=1．47，

d／=4，P>O．05)。综合分析各处理所诱导产生MT的含量，并结合考虑较短的幼虫饲养时间

以提高时效，认为MT适宜诱导条件是：Cd2+浓度为800 u g，g，诱导处理时间为48 h。

2．2 MT的分离与纯化

Cd2+诱导处理的棕尾别麻蝇幼虫匀浆上清液经凝胶过滤$ephadex G一50柱层析分离后

的层析图谱如图12-2所示。从紫外吸收检测及cd2+浓度检测结果综合分析可知，第二个峰

含MT组分，其中可能还包含了一些分子量和性质与MT相似的杂蛋白，有待进行下一步的

分离。经UN0一Ql阴离子交换柱分离(图12-3)，可得2个蛋白亚峰，分别命名为MT-I

和MT-II。这两个亚峰的Cd2+浓度测定结果表明，MT-I和MT-H富含Cd2+，且254枷处吸

收值明显高于280 m'fl处的吸收值。分别收集MT-I峰和MT-II峰，将其冷冻浓缩，然后上样

于Bio-Gel P-6柱脱盐，结果表明MT-I和MT-II已不含杂蛋白(图12-4)。用此法，可自50

g幼虫中纯化得到6 mg左右的cd—MT。

Fraction number

图12-2经cd2+诱导处理的棕尾别麻蛹幼虫匀浆上清涟的Sephadex G-S0柱层析圈

Fig．12-2Gelliltrut|on prol'deofhomogenate supernatant of且per曙rlnalarvaeafter exposureto cadmium

OR a Sepbudex G一50 column
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圈12-4 LTNOTM Q1离子交换分离得MT-I和MT-]I的BIo-Gel P-6脱盐藏洗圈

Fig-12-4 Elution profl]e of desuUnbsflon of MT-I and MT-II from UNOTM QI ion-exchsnge oR-BIo-Gcl

P-6 column
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2．3 MT的性质分析与鉴定

2．3．1分子量

SDS-PAGE电泳结果显示，棕尾别麻蝇幼虫的2个MT亚型的分子量相同，均为9kDa

(图12—5)。

圈12-s棕尾翘麻蝇Mrs分子量的SDS-PAGE分析

Flg．12-5Molecularw咄窖ht determi¨flon ofthem枷loelas(SITs)from且percEriHebySDS=PAGE
A：标准分子量Molcodar marker；,B：MT-I；c：MT-II

2．3．2螯合Cd原子数

MT—I溶液中蛋白浓度为76．8 u咖l，ca2+浓度为6．9 pg／ml，再根据MT-1分子量9 kI)a计

算得出每分子MT．I约结合7．2个镉原子。MT-I]溶液中蛋白浓度为66．2p咖l，Cd的浓度为

5．7 u咖l，再根据测得的MT-11分子量9 kDa计算得出每分子MT-II约结合6．9个镉原子。可见，

2个MT亚型的每个分子中约含有7个Cd原子。

2．3．3巯基含量

蛋白浓度为0．04 u M的MT—l经脱金属加入巯基试剂反应后，根据其412 nin处紫外光

吸收值计算得巯基浓度为0．81ⅡM，从而得出每分子MT．I中约含2D个巯基。同样，蛋白浓

度为0．03 u M的MT．II经脱金属加入巯基试剂反应后，根据其412 nm处紫外光吸收值计算

得巯基含量为0．59”M，得出每分子MT-II约含20个巯基。可见，MT的2个皿型均为典型的

巯蒸蛋白质，且均约含20个巯基。

2．3．4氨基酸组成分析



MT．I大约由83个氨基酸组成，其中半胱氨酸含量最高，占36．6％；其次为甘氨酸，占

24．0％：芳香族和杂环族氨基酸含量最少。MT．11大约由80个氦基酸组成，其中半肮氮酸含

量最高，。‘31．8％，其次为甘氨酸，占19．8％；芳香族和杂环族氨基酸含量最少；MT-l和

MT．11的氨基酸组成种类相同，但具体到某种氨基酸在含量上则略有差异(表12-1)。

2．3．5紫外吸收特征光谱测定

1901MII～300m紫外扫描的结果表明，MTs两个亚型在A254附近均有明显的紫外吸收

肩，即为二价cd．sH的典型吸收特征；因芳香族氨基酸徼量，在A2∞附近没有明显的紫外

吸收肩(图12．6)。而脱辅基MT(Apo-MT)由于二价Cd—SH键断裂导致A2s4附近紫外吸

收肩消失，这一特性与镉硫金属簇的紫外吸收特性相符。

袁12．1棕尾捌麻蝇MTI的氟基酸组成

Tablel2—1Aminoacidtmmlmsltlon ofthemeta|lothk—ns(MTs)from置，m掌由l。

MTJ MT-11

AminO acid
Rdafive

qⅢ6ty
I’旬

Probable

No．of

residues

Relative

quanfity

《粤的

Probable

NOof

residues

Allphatic amino
acids

Aromatic amino acids

Cys 36．6 27．I(27) 31．8 23．7(24)

S目 2．5 2．I(2) 2．8 2．4(2)

Thr 1．9 1．4(1) 2．3 1，7(2)

Met 0 0(o)0 0(0)

Gly 24．0 28．8(29) 19．8 23．7(24)

Ala 2．2 2．2(2) 3．0 3(3)

Val 1．7 1．3(1) 2．6 2(2)

Lm 2．3 l 6(2) 3．I 2．1(2)

lie 1．2 0．9(1) 1．5 1(1)

Asp 4．3 2．9(3) 6．2 4．2(4)

GIu 4．3 2．6(3) 6．4 3．9(4)

Lys 2．8 I．7(2) 4．1 2．5(3)

Arg 1l 0 5．7(6) 9．0 4．7(5)

Phe 1 4 0．8t1) 2．0 ¨t1)

Tyr 1 4 O．7(1) 1．7 0．8(1)

Trp 0 0(o)0 0(0)

His I．0 0．6(1) 2．0 1．2(1)

Pro 1A l 1(1) 1．8 1．4(1)

三竺! !竺 坐丝 !竺 ：：：坐竺
注：括号内数据为氨基酸残基数的邻近整数．Note：the data in the brackets means the ne町嘲integer of

probablenumberofaminoacid residucs．
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图12．6棕尾剐廓蝇MTs的紫辨暖收光谱

ng．12-6Ultravioletabsorption spectr=ofthemettilothioeins(MTs)from且肛wgr蛔e

3讨论

Mr是一类低分子量(6kDa-12kDa)，高金属含量(每分子含7～12个金属原子)，富

含半胱氨酸(约占总的30％)的具很强热稳定性的蛋白。它因缺乏或少含芳香族氨基酸和

组氨酸而没有一般蛋白的280 nm特征吸收或仅呈现该波长的弱吸收，其特征吸收则依赖其

巯基与所结合的金属而异，如与Cd2+结合则具254 n靠l特征吸收(Kagi，1991；Kojima，1991)。

本文就是根据MT这一基本特性，通过对经Cd2+诱导处理的棕尾别麻蝇幼虫匀浆上清液的

热变性、Sephadex G一50分子筛过柱、UNOVUQl阴离子交换等步骤，并结合对分离组分的

cd2+含量和254∞特征吸收蜂的检测而获得了具254 nIn特征吸收的高Cd2+含量的2个组

分。由此，可初步断定它们就是棕尾尉麻蝇的MT。对这2个分离纯化组分的分子量、螫合

金属原子数、氨基酸组成及紫外吸收谱特征等性质的分析表明，分子量为9 kDa，属于低分

子量蛋白，半胱氨酸含量为30％左右，螫合有7个Cd顾子，具有二价Cd与硫酯键结合而

产生254 nm特征吸收，即进一步证实了它们具有MT的一般特性。因此，本文分离纯化的

2个组分确实就是棕尾别麻蝇MT的2个亚型，即MT-I和MT-II。至于这2个皿型的区分可

能与其所带核电荷数的差异有关。

就棕尾别麻蝇MT．I和MT-II的的半胱氨酸含量而言，两者均为30％左右，这与典型的

哺乳动物(Kagl，1991)、黑腹果蝇(Mokdad etal．，1987)、家蝇(Kasai etal．，1993)，及弹尾
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虫(Hensbergen鲋Ⅱ『，1999)的MT相似。就两者的芳香族氨基酸和组氨酸含量而言，为

】．0％-～2．O％．这明显不同于不含这类氨基酸的典型的哺乳动物、黑腹果蝇及弹尾虫的MT，

而与家蝇MT(Kasal elat．，1993；Niu etal．。2000)相似。就棕尾别麻蝇Mr．I和MTGI的分子

量，两者均为9kDa，与哺乳动物的∞7kDa(Kagi，1991)、黑腹果蝇4555Da的Mm和5281kDa

的Mto(Mokdad etal．，1987)、家蝇的5225Da(Kasai elal．，1993)或9045．9Da／11560．2Da

(Niu et at．2000)，及弹尾虫的7128Da(Hensbergen elal．，1999)相比，虽都系小分子蛋白，

但具体到分子量大小还是有明最的差异的。不论氨基酸组成，还是分子量大小的比较可见，

不同生物体MT的性质是不完全相同的，显示有一定多样性，这也在一定程度上反映了不同

生物体具有相应特定的MT，以满足其对重金属适宜或实现某种特定功能的需要。具体究竟

如何，则有待在系统研究各类生物体MT结构与功能间关系的基础上方能定论。

此外，需要指出的是有关哺乳动物(Kagi，1991)、黑腹果蝇(Lastowski-Perry etal．，1985)、

及弹尾虫(Hensbergen et缸，1999)的biT一级结构分析显示，cys-x-cys系MT典型序列。

就棕尾别麻蝇MT究竟如何，尚待研究确证。



第十三章棕尾别麻蝇中肠对镉反应的蛋白质组分析

重金属对入类健康及环境都有极大的危害。然而，它的毒性机理和生物学影响却没有得

到深入的研究。在蛋白中cd2+可能替换zn2+或是Fe抖(StohsandBagchi．1995)，导致了游

离铁的释放或是它们的失活，将产生高活性的羟氢氧基分子(OH·)(Hedliwell and G-utteridge，

1984)，从而引起氧化毒性(BrennanandSchiestl，1996)，特别是腊质过氧化(Stohs andBagehi，

1995)。然而，重金属的极端效应的影响仍未知。

生物以各种机制对抗镉毒性。细菌可以利用流出泵(蚯hxx pumps)将有毒离子排出细

胞外(Sflv盯and Phung，1996)。高等的真核生物，cd+可被金属硫蛋白通过自身高含量的

半胱氨酸所捕获(Hamcr，1986)。镉也可被GSH或是植物络合肽(phytochelatin)所螫合，

后者是在植物或是酵母Schizosaccharorm／ces pombe由谷胱甘肚合成的结构为

(v-Glu．Cys)a-Gly的一种谷胱甘肽聚合体。Cd-植物络合肽和Cd-(GsH)2复合物可通过ATP

结合运输体转入液泡中(Li eta／．，1997；Ortiz“a1．，1995；Wejmnie et以，1994)。解毒酶和

抗氧化酶也在其中起了重要的作用(Wang et a1．，2001)。

蛋白质组技术(Proteomielechnology)现已成为毒物学家的一个重要工具。蛋白质组对

毒物学领域非常有帮助，因为它可以确立新的毒性标志物或为毒性的综合机制提供新的见解

(Bandara andKennedy,2002；Kennedy,2001)。这已经被一些报道所支持，如有人用双向凝

胶蛋白质技术(2D gel proteomic technology)证明了毒性的新机制路径和新的毒性标志物

(Steiner et aL，1996；Curler et aL，1999；Kanilz et a1．，1999；Witzmann et a1．，1999：

Charlwood“a1．，2002；Kennedy,2002)。但是到目前为止，很少有人用蛋白质组技术研究

重金属胁迫下的昆虫蛋白变化。昆虫蛋白标志物对监测环境的污染是非常有吸引力的。本章

我们使用双向电溶和质诺技术来研究重金属对棕尾别麻蝇的极端效应的影响，目的是发现镪

诱导出的蛋白，为昆虫解毒和镉毒害机理提供了～个图谱框架。

1材料与方法

1．1供试虫源

供试棕尾别麻蝇来源同第四章1．1。



1．2样品制备

在25。C．fIILl2：D12的光周期条件下，以含有800pe,／g Cd2+的饲料分别饲喂2日龄幼虫。

于处理后48h，取幼虫置于含有少量水的玻璃容器中，让其自由排空24h后用蒸馏水洗净，

然后在冰上解剖出消化道，去掉前胃和后肠，把中肠放入预冷的10 mM Trls缓冲液中，让

中肠的内容物流出，反复洗涤3次，最后用液氮冷冻并用匀浆器磨碎组织，将粉末悬浮于含

DYr(o．2％w／v)的lO％三氯醋酸(w／v)的丙酮溶液中，然后-20"(2过夜，350009(6℃)

离心30min。将沉淀重悬于含0．2％DTT的预冷丙酮中，一20"(2放置l h，350009(6"C)离心

30 min。在通风橱中让丙酮充分挥发，得到干燥的沉淀。用裂解液(fl-有8 M尿素、4％CHAPS

和50mMDTT)重溶沉淀(50—100mg组织需要1 ml裂解液)，40,0009(15"(2)静Dl h，

上清液为样品。用Bradford(19"／6)法测定样品蛋白浓度。样品分装后置于．70℃保存。以

取食无cd”的饲料幼虫为对照．用同样的方法提取对照中肠的蛋白。

1．3双向凝胶电泳

中肠总蛋白提取物(200ug)加入水化上样缓冲液(8M尿素，2％CHAPS，20mMDTT-

O．002％澳酚蓝)至体积为350p1，充分混匀后加入聚焦盘中，采用17cm，pH 4q，IPG固相

pH胶条(Bio-rad)溶胀上样。水化和聚焦由Protean IEF CELL等电聚焦仪(Bio．tad)在17

℃中自动进行，总电压时间积为33000Vh，其中水化在50V电压下12h，然后经过250V 30

rain、500V 30min、4000V 3h，最后稳定在4000V进行等电聚集。

等电聚焦结束后，鹅胶条分别在平衡液I(6 M尿素、2％SDS、O．375 M pH8．8 Tris-HCl、

20％1于油和2％DTr)和平衡液II(6 M尿素、2％SDS、O．375 M pH8．8 Tris-HCl、20％1于油

和2．5％碘乙酰胺)中各平衡15 min。

将平衡后的IPG胶条转移到15％的SDS聚丙烯酰胺凝胶上，低熔点琼脂糖封胶液封胶．

放置5 min彻底凝固后，将凝胶转移至PROTEAN II Xi型电泳槽中，打开循环水浴冷却系

统，接通电泳仪用电源(Powe．rPac 3000)起始时用5 mA／gel，待样品在完全走出IPG胶条，

浓缩成一条线后，再转换电流至15 mA／gd直到溴酚蓝到达胶底边缘。

1．4考染和凝胶图像分析

电泳后的凝胶用考马斯亮蓝R250染色，脱色液(甲醇：冰醋酸：水=1：1：8)脱色。

尔后，以GS．800TM光密度扫描仪(Bio—aad)进行凝胶图像扫描。图像用PDQuest 2-D图

像分析软件(Bio．Rad)进行分析。



1．5胶内酶切

将选取的目标蛋白点从胶上切离，转到1．5mlEppendorf管中．每个蛋白点用milli—O水

洗涤2次，再用loomMNa2S20，和30mM K3Fe(CN)6(1：I)脱色完全后用milli-Q水洗涤，

直到淡黄色基本褪尽，接着用100 mM NH“HC03(pH 8．O)反应20 rain后用ddH20洗涤～

次，然后用乙腈脱水两次，用SpeedVac离心干燥仪离一g,15min，J3D入TPCKTrypsin(20Vg／mL)

10 u l，37"C水浴酶解12 h。酶解产物用0．1％的三氟乙酸(TFA)萃取两次后冷冻干燥。

1．6蛋白肽指纹图谱的测定

PMF：将制各好的样品用5 p10．1％三氟乙酸(TFA)充分溶解后取1 vt样品点样于ABI

公司的点样板上。然后在样品上加入l ul含10mg^】aiCCA摹质，空气中自然干燥后用美国

应用生物系统公司(ABI公司)的Voyager-DE STR质谱仪进行分析，采用反射模式，正离

子谱测定，离子加速电压20000V，激光激发电压为2100V，时间延迟提取为100ns，采集

顶荷比介于1000 Da到4000 Da的谱峰，分别采用胰蛋白酶白切峰和分子量已知的标准肽

(PerspectiveBiosystems)采用进行内外标校正。

MALDl-TOF源届衰变：采用手动模式，加速电压20000 V，时间延迟提取100 s，网格

电压75％。质谱信号档次扫描累加200次。

1．7质谱数据的解析与数据库搜索

用Data Expleror软件对肽指纹图谱(PMF)进行一定的校正后，用Mascot数据库

(htlp：编w％，．m晡xsci％ce．com)进行PMF数据解析。用MS-Tag(http：／／prospeetor．ucsf．edu)

数据库对MS／MS数据进行解析。

2结果

与对照种群相比，接触800 ug儋cd”的棕尾别麻蝇幼虫中肠的双向蛋白图谱有显著变

化，其中有11个蛋白表达量减少(图13．IA)，14个蛋白表达量增加(圈13．IB)。切割10

个表达量增加的蛋白点(图13-IB)通过肽指纹图谱(图13-2)和源后衰变测序(图13．3)

进行蛋白鉴定。结果如表13．1，这些蛋白主要包括抗氧化特性的酶(蛋白点1)、糖蛋自(蛋

白点5)、热激蛋白(蛋白点7和9)、Cd结合蛋白(蛋白点8)、肌动蛋白(蛋白点10)

和一些未知功能的蛋白(蛋白点3、4和6)。



3讨论

我们的鉴定结果表明棕尾别麻蝇中肠的p．糖蛋白(p—glycoprotein，pC,p)与cd2+的耐

性有关，这与有关的报道相一致(Callahan and Beverley，1991)。pop是一种依赖ATP的膜

蛋白转运子，它可以把分子泵出细胞，它还负责多种药物耐药性。Broeks等(1996)证明当

pGp基因在镉耐性线虫Caenorhabditis中失活，线虫变得对镉毒性敏感。Callaghan和Denny

(2002)用野生型和镉抗性种群的果蝇证明部分或全部封闭pGp可以增加镉对果蝇幼虫的毒

性，导致成虫羽化数量的减少。这表明pC,ps有一个从细胞去除镉的作用，有一个调控cd

毒性的作用。Endo等(2002)报道pc-p在肾脏上皮细胞LLC-PKt和OK中有一个泵出Cd

的作用。cd从肾脏上皮细胞LLC-PKl和LLC-GA5．COL 150顶膜的流出主要依赖pC,p的

表达的水平(Kimura et a1．，2005)。另外在Euglena gracilis中类pGp也被证明与cd的耐性

有关(Einicker-Lamas etal．．2003)。

烷基过氧化氢还原酶(ahoyl hydropea-oxide reductas，AjlpC)。这种酶是一种氧化胁迫蛋

白酶，主要功目E是抑制H202的氧化毒性(Kaag et aL，2000)。我们推测AjIpC可能是通过清

除Cd产生的ROS来保护细胞免受氧化毒性。

棕尾别麻蝇幼虫取食含cd2+的食物后，cd“诱导的溶酶体蛋白CDR-5

(cadmium—inducible lysosomal protein CDR-5)在其中肠大量地表达。关于CDR与生物耐Cd

已有过报道。Dong等(2005)报道了线虫CaenorhabditiB elegamCDR家族的7个基因cdr-I、

cdr-2、cdr-3、cdr-4、cdr-5、cdr-6和cdr-7具有高度同潦性，特别是开放读码框区(0p∞reading

frames)有高水平的氨基酸和核酸序列的相似性。这可以预测蛋白韵大小和特性。CDR-I、

CDR-2、CDR-3、CDR-4、CDR-5、CDR-6和CDR-7是极易水解的、完整的溶酶体膜蛋白。

结构分析表明他们可能有相似的生物学功能。对于cd的反应，edr-1、cdr-2、cdr-3和cdr-4

转录大大增加。相反cdr-5、cdr-6和cdr-7不被严重影响或抑制。并且在无金属胁迫时，

c elegans中cdr-2、cdr-4、cdr-6和cdr-7不能正常表达。当通过RN6a抑制CDR-1后，

大量的流动性小滴充满了整个线虫体腔。当有低渗压力时这种现象更加显著。这表明CDR．1

在c elegans中由渗透调节(osmorcg,u]alion)来维持盐平衡的功能，它可以把Cd和其它离

子泵入溶酶体内。溶酶体的功能是在细胞内贮存过渡金属。暴薅于Cd的蚌类、蜗牛或老鼠

会在溶酶体积累Cd(Marigomez et a1．，1990；George and Pirie，1979；Marshal et a1．，1994)，

我们在对棕尾别麻蝇幼虫的中肠超微结构进行研究时也发现了这一点。几个转移金属离子泵

转运cd到溶酶体已经被证明：在酵母中，cd调控基因(cadmium factor gene)YCFI编
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码ATP结合蛋F1(ATP．binding cassette protein)，这个蛋匀能够转正耋Cd-GSH复合物

(admium．glutathione complexes)剑囊泡(vesicles)(Li P，at，1997)：Havelaar等(1998)fti．g

鼠。{，鉴定了一个溶酶体P．刑过渡金属转运子。许多溶酶体金属离子泵的功能是为重金属解

毒(Wemmie etal，1994；Szczypka etal．，1994)。

cd“可以诱导棕尾别麻蝇中肠的热激蛋白(Heat shock proteins，Hsp)。已经有学者对

此作过报道(Courgeon et a1．，1984；Bournias—Vardiabasis et a1．，1990；Goering et aL，1993；

Barque et aL，1996；Braeckman et a／．，1999；Warehalowska-Sliwa et a1．，2005)。Hsp的主要功能

是折叠和再折叠蛋白，如补救或转移蛋白到细胞器官(Schlesinger,1990)。与低的、带细胞

毒性的cd浓度(1～5 uM)诱导MT和GSH相比，较高浓度的接近细胞毒性水平(10—50

／xM)的cd可以诱导更多胁迫蛋白和相关蛋自。这些蛋白的表达主要具有应急功能，因为

它们可以挽救敏感蛋白(Beyersmann and Hechtenberg,1997)。

棕尾别麻蝇幼虫中肠的组织相容性复合体1I DR 13链(MHC class 11 DR beta chain)表达

营增加说明它与cd”耐性可能有关。Daum等(t993)报道Cd能够抑制脂多耱

(1ipopolysaccharide。LPS)诱导的淋巴细胞表面抗原在MHC II内的增加·由此可以推断，cd

可能以某种方式与MHC 11作用。

Cd2+可以影响棕尾别麻蝇幼虫细胞内的肌动蛋白。cd被证明在许多细胞中扰乱了肌动

蛋白丝的动力学。这可能与cd+在细胞内与ca特殊的代谢机制有关(WangetaL，1996)。

cd2+影响细胞内ca2+浓度或与ca2+竞争蛋白结合位点可能会对肌动蛋白丝(aetin filaments)

有影响，肌动蛋白丝的聚合和解聚合由许多依靠Ca的因子调控。DalleDonne等(1997)证

明0．8～1．0 mM的CdCl2引起肌动蛋白变性，变性好像是可逆的，因为通过透析除去Cd”后

沉积的肌动蛋白聚合能力儿乎完全恢复；0．25～0．6 mM CdCl2是比MgCl2和CaCt2更有效的

肌动蛋白聚合剂，Cd相关的肌动蛋白聚合增加率可归因于晶核形成(nucleation)的增加。

另外，DalleDonne等(1997)还证明紧密肌动蛋白结合的ca2十60～70％被Cd2+代替。Wang

和Templeton(1996)报道在肾小球系膜细胞(mesangial cells)内100“M或更高flcJCd2+提

高了肌动蛋白的聚合率，然而低浓度的cd+却稳定肌动蛋白丝。
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第十四章棕尾别麻蝇对镉和铜的耐性研究

——耐性品系在重金属积累、生长发育、繁殖及生化因子的变化

昆虫主要通过消化道食物摄取重金属，然后在其特殊组织吸收。例如，铜主要在中肠的

杯状细胞(cuprophilie cell)被吸收，锌和铜在马氏管被吸收，锈在中肠上皮细胞被吸收(Durliat

et a1．，1995)。中肠上皮细胞可以从肠腔和血淋巴吸收重金属(Dallinger,1993；Posthuma and

vall S仃aalen，1993)。这些重金属的细胞吸收可能在第一位置诱导MT并结合这些金属，从而

免受重金属的毒性影响。中肠细胞也能通过区室化(compartmentalization)整合重金属，即

贮存在膜上的囊泡(颗粒，往往是细胞中的部分溶酶体片断)，并与颗粒上的特殊物牢固结

合，往往不再脱落(Dallinger,1993；Hophin，1989；Posthuma and Van Straalcn，1993)。Hopkin

(1989)描述了四种类型的颗粒，这些颗粒也在果蝇中肠上皮细胞出现(Lauverjat甜a1．．

1989)。螫台重金属的能力主要依靠颗粒的数量和NIT储存及运输重金属到细胞溶酶体片断

的能力(PosthurnaandvallStraalen，1993)。区室化可贮存过量的重金属。但在昆虫中，金属

的积累是有限的。一些昆虫能通过细胞分泌除去金属，如囊泡的胞外分泌(exoeytosis)

(Dalling日r,1993；Lauv日jat etal．，1989)。在鞘翅目，如弹尾虫Orchesella cincta，中肠上皮

细胞在蜕皮过程中会脱落，同时积累的重金属被除去(Posthuma，1992)。因此昆虫是重金属

的分散者(deconc％trators)(Dalling口，1993)。本章在室内续代饲养了棕尾别麻蝇

(Boettcheriscaperegrine)相对敏感品系、耐镉品系和耐铜品系的基础上，就不同品系在重

金属积累、生长发育、繁殖及生化因子的变化进行研究，以明确棕尾别麻蝇对cd和cu耐

性与金属硫蛋白、抗氧化酶及解毒酶的关系。

1材料与方法

1．1棕尾别麻蝇的续代饲养

供试棕尾别麻蝇的来源及饲养同第四章1．1。

1．2毒力测定方法

采用喂食法，将棕尾别麻蝇1日龄幼虫分别喂食含以下浓度重金属的饲料：50、100、

200，400、800，1600、3200．gcd'／g；50，100，200、400，800、1600．3200_gCu2’／g。

与此同时，对照取食无污染的人工饲料。每浓度设3个重复，每重复供试虫为30头，每处



理的死亡数从24 h直计数到化蛹。用DPS数据处理软件(唐启义和冯明光，2002)计算

毒力回归式，LC50及置信区间。

1．3棕尾别麻蝇不同品系的室内筛选方法

1．3．1相对敏感品系(S．Relative susceptible strain)

按上述饲养方法将棕尾别麻蝇在室内不接触重金属连续饲养20代。

1．3．2耐重金属的品系(Ikd，cadmium-resistant strain；lkm copper-resistance strain)

采用群体筛选的方法，即用一定浓度的重金属Cd2+或Cu2+处理群体饲养的1龄幼虫，

使死亡率维持在50％左右，处理后存活的个体作为下一代筛选的虫源。每隔5代进行毒力

测定，并根据所得结果相应调整剂量。共连续筛选20代。

1．4 cd2+和cu2准不同品系幼虫体内的积累及对其生长发育和繁殖

的影响

收集收集各品系F20代刚产(8h内)的幼虫分别饲喂含0、100、和800pgCd2+／g或culg

的人工饲料。每瓶饲养300头幼虫，每浓度设3个重复。在处理4 d后从每瓶中取出一定的

幼虫，用蒸馏水洗净后排空24 h，以吸水纸拭干，先用电子天平(AB204．E，MettlerToledo)

称重，然后部分以X．A．液(二甲苯：乙醇=l：1)处理，待虫体伸长后再用游标卡尺测量

体长(王江峰，1999)，部分用来测体内金属含量(方法同第一章1．4)，部分用来测MT

含量和酶活性。剩余的让其化蛹，羽化，交配后测单雌产卵量。

1．5 cd2+和Cu2+诱导耐性品系和相对敏寤品系MT浓度的差异

收集1．4中的幼虫样品，参照Eaton和Toal(1982)及日ein等(1990)的镉血红蛋臼

(Cd—llb)饱和法测定C．d2+浓度(见第九章1_3)。然后以每摩尔MT结合7摩尔的c矛+，

计算MT浓度。

1．6酶活性测定

1．6．1酶液制备

分别以各种酶测定需要的缓冲液漂洗棕尾别麻蝇幼虫，然后加入适量冰冷的缓冲液，冰

上匀浆。匀浆液于4"C 10，000 g离心10 min，取上清即为样品酶液。



1．6．2 SOD活性测定

参考McCord和Fridovieh ft969)，邓碧玉和袁勤生(1991)的方法进行：在25 6C下，

于4．5ml 50mM的Tfis-HCl缓冲液(pH 8t2)中加入待测酶液10Isl，后加入10山45mM

的连苯三酚，迅速摇匀，倒入光径1 cm的比色杯内，在325 ilia波长下每隔30 S测光吸收

值一次，要求自氧化速率控制在0．0700D／min左右。一个酶活单位定义为在1ml反应液中，

每分钟抑制连苯三酚自氧化率达50％的酶量，计算公式如下：

SOD活力(U／mL)=

—0．070-鲋3—25nm／mm x100％
O，070

烯力cu，ms即卜器黜 ×反应渡总体积×登；}il；警

1．6．3 CAT话力变化

参考Barbehenn(2002)的方法，反应液由665¨l磷酸钾缓冲液(pH 7．0，66raM)、25 pl

样品酶液和10u13％H_02配成。用紫外分光光度计在240nm下每隔30 8测一次光吸收值，

连续记录吸光度A2·o的变化，计算CAT活性。其活性表示为每分钟每毫克蛋白还原H202的

微摩尔数。消光系数为39．4 M1．clrI．1(Aebi。1984)。

1．6A谷胱甘肽还原酶(GR)

采用Bergmeyer(1963)的方法。略加修改。最终3 ml反应液中含O．1 mM磷酸缓冲液

(pH 7．8)，l mMNaxEDTA，lmMGSSG，0．2mMNADPIt-Na4及140p1酶液，用紫外分光光

度计连续记录吸光度如。的变化，计算GR活性。

1．6．5谷肮甘肽蛐}移酶(GST)

参照Habig等(1974)，取50ul酶液，加1．93ml 0．1M磷酸缓冲液(pH 7．6)和100pl

O．05 M还原型谷胱甘肽(GSH)，在25℃下保温5 min后，加入20 nlO．Ol M CDNB，用分

光光度计于340 nm处测定5min内吸光值的变化。消光系数为9．6mM～·cm一。

1．6．6醋酶(EST) 、

参照Hama和Hosoda(1983)的方法，取5pl酶液，加1．1 m】O．I M磷酸缓冲液(pH

7．6)，再加0．5 ml 0．3 mM Q嚣酸萘酯(a-NA)，于37"t2下保温10 min。尔后加入O．5 m】显

色剂(1％固蓝B盐和5％十二烷基磺酯钠的2：5混合液)终止反应，以分光光度计测定600

nnq处的吸光值。以n．萘酚制作标准曲线。



1．6．7蛋白质含量测定

参照Bradford(1976)的方法，用考马斯亮蓝G250测定可溶性蛋白含量．以牛血清白蛋自

制作标准曲线。

1．7数据分析

利用DPS软件(唐启义和冯明光，2002)对各处理指标进行方差分析，再以DuQcan’s新

复极差法比较各处理之间的显著性差异。

2结果

2．1 cd2+和Cu2+对棕尾别麻蝇幼虫的耐性筛选结果

由表14．I可知，在耐性筛选过程中，棕尾别麻蝇对c矿的耐性发展缓慢，Cd2+对Red

品系的LC50仅为F0代的1．60倍，为S品系的1．89倍。由表14—2可以看出，在耐性筛选过

程中，棕尾别麻蝇对Cu2+的耐性发展也缓慢，Cu2+对Pc．品系的LC50仅为Fo的1．64倍，

为S品系的1．68倍。

袭14-1棕尾捌麻蝇幼虫对cd“耐性发展动态

T-ble 14-1 Resistamm development ofBoettcheriscaperegrine Imrvme to Cdh

Generations Intercept s Slopeb LC50(95％Confidenceiaerval)(p g／曲 RR

F0 ·1．42 2．55 327．24(277．22～390．21)

F5 一1．09 2．33 405．48(338．82—498．31) 1．24

Flo -1．39 2．42 439．64(367．21～544．02) 1．34

F1 5 -1．58 2．46 476 99(396．78～596，93) 1．46

F∞ ·IA7 23s 522．66(430．05～667．37) 1．60

注：RR为相对于F0抗性倍数．RRvalll∞rcl职saIt resistan健rates attheLCso relativet01：ogeneratima．

表14-2橡尾捌麻冀幼虫对cu“耐往发晨动态

Table 16-2 Resistance developmentorB．peregrinelarvaetoCu2+

Generations Intercept s Slopeb Lc蚰(9s％Confidenceincrval)(iI g／g) RR
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2．2 Cd2+和Cu2+在不同品系的棕尾别麻蝇幼虫体内的积累

由表14—3可知，不论是Rcd品系(F=580．633，af=I，尸<10‘4)还是S品系(F=284，723，

af=】，P一0．0001)在800pg幢Cd2+下比在100u9值cd2+时体内积累的cd2+浓度要高。R“

品系对镉的积累能力比s品系增强，且二者间显著差异(F=20．867，af=1，P=0．0018)。同

样，‰品系(F=147，093，dr=1，P=0．0003)和s品系(F=110．711，够=l，P=0．0005)在

高浓度(800 ug／g)cu2+处理下比低浓度(100 ug／g)处理时体内积累的Q12+浓度要高。

耐铜品系对铜的积累Cu2+能力比敏感品系增强，但二者问无显著差异(，=0．640,砖户1，p=

0。5599)。

表14-3 cd“和cnl．在耐性晶秉和蕞●晶系攘屐聪蠹蝇幼虫体内积熏的比较

Table 14-3 Compsrlson of Cdz+seeumulafion and Cuh setumulstlml in最脚州窖r如t larvae of relltlve

residents仃山●柚d蛐耻e口廿bkot憎岫t

数据为平均值士标准差(孑士s．D．)．DIln∞n’s新复极差法检验表嘎，同一列中具相同小写字母的数据间

差异未达显著水平(尸<0．05)．表4，5，6，7，8，9同之．ncv山嚣arcm曲ns士stmdarddewiafion．In吐他s瞰ne

coluran，廿Icm a∞not萌霉瑚锄tly diffm-ent among the data with血e 8锄c】01wna∞lc比口at P‘0．05(DRncon’s

multiplerangctcsO．The锄cinTable4，5，6，7，B and 9．舢：freshweight．

2．3 cd2+和cu2+对不同品系的棕尾别麻蝇幼虫生长发育的影响

由表14-4知，Rcd品系和s品系幼虫取食正常的饲料后体重(F=0．075，∥=l，P=

0．7978)和体长(，=2．778，园k 1，P—O．1341)无显著差异。1日龄幼虫经Cd2+处理4天后，

两品系幼虫的体重也无差异(，=14．108，扩1，Jp=0．0641)，但体长有显著差异(，=23．462，
妙=l，P=0．0401)。另外，低浓度(100pg／g)时，敏感品系的体重受到抑制，而‰品系的

体重增加，差异显著(，=16．065，af=1，P=0．0160)，这是体现了Rcd品系对低浓度Cd”的

适应。但是高浓度处理时Rcd品系和S幼虫体重抑制率分别为62．99％和64．08％，二者无显

著差异(，=1．052，∥=l，P=0．3631)。无论时低浓度(100pg／gXF=2．298，够=l，P=O，1680)

还是高浓度(，=3．979,af=】，Jp=0．0812)，Cd“对两品系幼虫体长的影响无差异。
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由表14—5知，Rc+品系和S品系幼虫即使取食正常的饲料体重(F=21．205，ay=l，P=

O．0100)和体长(F=52．122，a／=1，P=o．0001)也表现出显著差异。1日龄幼虫经cu”处

理4天后，两品系幼虫的体重无显著差异(，=8．76，影=1，P=0．0977)，但长有差异(F=

15．012，af=1，P=0．0007)。另外，低浓度(100u眈)时，s品系幼虫的体重被抑制，而Rc。

品系的体重被促进，差异显著(F=20，971，∥=1，P=0．0102)，这是体现了．Rc．品系对低浓

度cu2+的适应。但是高浓度时，Cu2+对S品系和酝品系幼虫体重抑制辜分别为34．37％

和34．51％，没有差异(F=0．001，ay=1，P=O．9730)。无论时低浓度(F=0．013，妒=1，P=

0．9124)还是高浓度(F=0．511，ay=1，P=O．4952)，Cu2+对两品系体长的影响无差异。

表14-4 R∞品系和S晶熏棕思捌麻蝇幼虫经cd抖处理后体重和体长的比较

Table 14-4 Comparl啪of body wd毫ht ud body l舶g恤of置p盯|譬—Hf larvae from lt“straln and

susceptible straluafterlarvaebeing enⅢ,edtoCd2+

表14-5 Ra品系和s l马系棕尾别廓蝇幼虫经Cu“处理后体重和体长的比较

Table 14-5 Complrisou of body wei曲t and body]emga．of且严哪e larvae from Itn strain and

suscepUble嘲'|n alter larvae being e][1ⅧJed to CH“

Strains Cuhconc曩3uafions Bodyweight Inh／b／tJon ratioof Bo由langth Inh／b／廿onmdoof

oftreatrn∞Is(H g，g)(mg，I“ac) body weight(％) (crn) body lalgdI惭)



2．4 Cd2+和Cu2+对不同品系的棕尾别麻蝇成虫生殖的影响

表14—6结果表明，Rc。品系和s品系幼虫取食正常的饲料后雌成虫的产卵量无显著差

异(，=o．001，dr=1，P=0．9749)。幼虫期经cd2+处理后，Rcd品系(，=18．659，dr=2，P<10

4)与s品系(，=57，366，dr=2，JD<10 4)雌成虫的产卵量都显著降低，且Rcd品系雌成

虫的产卵量显著高于S品系的(，=4．514，dr=1，P=0．0378)。两品系幼虫经低浓度Cd2+处

理后对雌成虫单雌产卵量的抑制作用无显著差异(F=2．443，妒=1，P=o．1338)。幼虫的商

浓度cd”处理对R“品系雌成虫的产卵量抑制率比s品系的显著降低(，=8．875，∥=l，JP=

0．0074)。

表14-6 R“晶系和S晶系拣尾嗣廓蝇幼虫经cdh处理后成虫生育力的比较

Tablel4．．6Cempm'kmaoffedndityofadultfemaletfromRce strataanduseeptlblestrainalter expmuretoCd24"

由表14-7可知，Ra品系和S品系幼虫取食正常的饲料居每雌产卵量无显著差异(F

=0．389，dr=l，P=O．5405)。幼虫期经CIP处理后，Rcu品系(，=71．244，df=2，尸<10。)

和S品系(，=84．801，dr=2，P<10。．)雌成虫产卵量都显著降低，Rcu品系雌成虫的产卵

量显著高于S品系的(F=10．043，够=1，JP=0．0025)。在低浓度时，Ca2+对两品系成虫单雌

产卵量的抑制率就有显著差异(，=4．901，矽=I，P=O．0400)，高浓度时，(o+对两品系成

虫单雌产卵量的抑制率没有显著差异(，=2．533，dr=1，P=O．1289)。

2．5 Cd2+和Cu2+对不同品系棕尾别麻蝇幼虫体内金属硫蛋白的诱导

表14．8结果表明，Rcd品系和s品系幼虫取食不加重金属的饲料后体内MT浓度有显

著差异(，=10．028+dr=l，P=0．0340)。1日龄幼虫经Cd”连续处理4天后，R“品系幼虫

体内MT水平比S品系的显著升高(，=12．275，dr=1，P=0．0044)。在低浓度时，Cd2+对两



品系幼虫MT的诱导率无显著差异(，=2．081，af=1，P=0．2226)．两品系幼虫体内MT水

平也没有显著差异(F=1．672，df=1，P=O．2656)；高浓度时，cd2+对两品系幼虫MT的诱

导率有显著差异(F=276．299，够=1，P=O．0001)，两品系幼虫体内MT水平也有显著差异

(，=105．042，彤=1，P=O．0005)。对于同一品系来说．Rcd品系(F=23．100，矽=2，P=

O．0015)和S品系(F=625．865，dr=2，P<10 4)幼虫体内MT水平因cd2+浓度显著变化，

cP浓度越高，诱导到的MT浓度越高。

裹l”Rc．晶系和s晶系棕尾捌麻蝇幼虫经cu抖处理后成虫生育力的比较
Tablel4-7c锄p·rb嘲0ff酗md时酊-血nfhI·kf嘶R凸硼晴如柚d飘饿咧bkmh船匹p0翱n协C-=uz*

Stn曲s cI一哪嘲奸硝伽s 0vip商doIl m皿b啊Inhibiti∞ratio ofoviI】osition

of仃咖cn饵(p∥g)心g，旱)惭)
S 0 79．4士5．42 a

100

800

Rol 0

80．8士6．41 a

47．4±7．47b

81．3±7．96b

．1．76士8+07b

40．30±9Al a

100 89．6±7．29 a ．10．2l士8．97b

800 53．4士5．91 c 34．32±7．27 a

表14-3 R恤蕊系和s品系稼尾嬲寐一幼虫经c矿+箍理后体冉MT浓度的比较

Tible 14．8 Complrl帅n of M瞪。姐咖订蚰似●h且pm管，|h I_rvle fr伽I Rq蛐憎缸and蝴00印曲le咖’In

-ner l●me berg HpO●胡to Cd“

Stfains(：d什con戗n啡i彻s MT c衄姗口砒ions 蛐cllt ratio

0f蛐岫(Ⅱg／g) (pmol／g舳) (％)

S 0 0．87±0．05 c

1∞

81)0

‰0

2．34士O．1Sb

4．27±0．13 a

1．51±0，35 c

170．¨士17．15b

393．03±15．16 a

l∞ 3．15±1 08 b 108．83±71．55 b

800 5．15±0．07 a 240．98±4．68 a

表14．9结果表明，幼虫取食不加金属的饲料后，RcII品系幼虫体内MT水平显著高于

S品系体内的M了水平(，=17．670，∥=l，P=0．0137)。1日龄幼虫经cIl2十连续处理4天后，

Rc。品系幼虫体内MT水平也显著高于S品系幼虫体内MT水平(F=52．226，矿=1，P：

0．0186)。在低浓度时，e一对两品系幼虫MT的诱导率没有显著差异(，=2．418，矽=I，P=
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O．1949)，两品系幼虫体内MT水平也没有显著差异(F=3．746，dr=1，P=o．1250)：高浓度

时，cu2+对两品系幼虫MT的诱导率有显著差异(F=231．902，af-1，P=0．0001)，两品系

幼虫体内MT水平也没有显著差异(，=85．084,秽=1，户=0．0008)，对于同一品系来说，Ro

品系(F；129．088，∥=2，P<10。．)和S品系(F=58，638，af=2，P=0．0001)幼虫体内MT

水平因cu2+浓度显著变化，Cu2+浓度越高，诱导到的MT浓度越高。

袭l●．9 Rc-品系和s品系椽尾剔庶蝇纺虫经Cu”处理后体内MT浓度的比较

Table 14-9 Comparlsou ofMT c∞cntnBon_in最peregrine larvae from It“strt|n and susceptible strain

afterlarvaebergEtposedtoCH¨

2．6 Cd2+和Cu2+对不同品系的棕尾别麻蝇幼虫SOD酶活性的影响

表14—10结果表明，R蜘品系和S品系幼虫取食不加重金属的饲料后SOD酶活性无显

著差异(，=0．111，驴=1，P=0．7554)。1日龄幼虫经cd“连续处理4天后，Rcd品系(F=

36．288，af=2，P=0．0004)与S品系(，=15．880,at=2，p=0．0040)幼虫SOD酶活性均被

显著抑制，c矿浓度越高，SOD酶活性越低，两品系幼虫的SOD酶活性无显著差异(，一1．845

df=1，P=0．1994)。在低浓度时，Cd2+对两品系幼虫SOD酶活性的抑制没有显著差异(，=

0．435，at-=】，尸=0．5454)。两品系幼虫的SOD酶活性也没有显著差异(，=1．476，司仁1，P；

0．2912)；高浓度时，c矿对两品系幼虫SOD酶活性抻铷没有显著差异(，=0．751，df=1，P

=0．4350)，俩品系幼虫SOD酶活性也没有显著差异(，=1．148，dr=1，P=0．3443)。

表14．1 1结果表明，Itc口品系和S品系幼虫取食不加金属的饲料后SOD酶活性无显著差

异(F=0．401，dr=1，P=O．5612)。1目龄幼虫经Cu”连续处理4天后，Rc。品系(，=19．589，

a／=2，P=0．0023)与S品系(F=17．594。够=2，P=0．0031)幼虫SOD酶活性均被抑制，并

且cu2+浓度越高，SOD酶活性越低，两品系幼虫的SOD酶活性无显著差异(F=2．300．dr=



1，P=0．1553)。在低浓度时，cu”对两品系幼虫SOD酶活性抑制没有显著差异(，一O．001，

af=1，P=O．9838)，两品系幼虫的SOD酶活性也没有显著差异(F=0．386，df=1，P=

O 5679)；高浓度时，c一对两品系幼虫SOD酶活性抑制没有显著差异(F=1．533，彤=1，P

=O．2834)，两品系幼虫的SOD酶活性也没有显著差异(，=3．750，彤=1，P=0．1249)。

2．7 cd2+和Cu2+对不同品系的棕尾别麻蝇幼虫CAT酶活性的影响

表14．10结果表明，Rcd品系和S品系幼虫取食不加重金属的饲料后CAT酶活性无显

著差异(，=2．816，af=1，P=O．1686)。1日龄幼虫经C譬+连续处理4天后，Rcd品系(F=

3．527，够；2，P=0．0971)与S品系(F=1．211，万=2，P=0．3616)幼虫CAT酶活性均发生

不同程度的变化，并且c矿浓度越高，CAT酶活性越低，两品系幼虫的CAT酶活性有显著

差异(F=5．350，矽=1，P=0．11393)。在低浓度时，cd“对两品系幼虫CAT酶活性抑制没有

显著差异(F=O．555，够；1，p=0．4977)。两品系幼虫的CAT酶活性也没有显著差异(F=

1．428，可；1，P=0．2982)；高浓度时，Cd“对两品系幼虫CAT酶活性抑制没有显著差异(F

=O．067，dy=l，P=0．8089)，两品系幼虫的CAT酶活性也没有显著差异(F=1．345，af=l，P

；0．3107)。

表14．11结果表明，Ith品系和s品系幼虫取食不加金属的饲料后CAT酶活性无显著

差异(，=4A04，矽=l，P=0．1038)。1日龄幼虫经cu2+连续处理4天后，Rn品系(，=5．569，

∥=2，P=0．0429)与S晶系(F=6．383，够=2，P=0．0327)幼虫CAT酶活性均被抑制，并

且cu2+浓度越高，CAT酶活性越低，并且两品系幼虫的CAT酶活性有显著差异(，；13．078，

at=l，P=0．0035)。在低浓度时，cu2十对两品系幼 CAT酶活性抑制没有显著差异(，=0．526，

dr=1，P=0．5083)，但两品系幼虫的CAT酶活缝有显著差异(，=9,42．3，匆忙1，P=0．0373)；

高浓度时，cu2+对两品系幼虫CAT酶活性抑制没有显著差异(，；0．695。砑r=1，P=0．4514)，

两品系幼虫的CAT酶活性也没有显著差异(，=1．804，af=1，P；0．2504)。

2．8 cd2+和Cu2+对不同品系的棕尾别麻蝇幼虫GR酶活性的影响

表14．10结果表明，Red品系和S品系幼虫取食不加重金属的饲料后GR酶活性无显著

差异(，一0．019，df=1，．P一0．8964)。1日簿幼虫经cq2+连续处理4天后，Rcd品系(，=6．045，

ay=2，P=0．0365)与S品系(，=9．488，af=2，P=0．0139)幼虫的GR酶括性均显著升高，

但二者之间的GR酶活性有显著差异(F=5．563，矽=1，P=0．0361)。在低浓度时，Cd2+对

两品系幼虫GR酶活性的诱导搴有显著差异(，=27，789,ay=1，P=0．0062)，两品系幼虫的
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GR酶活性也有显著差异(F=33．581，af=1，P=O．0044)；高浓度时，Cd2+对两品系幼虫GR

酶活性的诱导役有显著差异(F=o．236，af=1，P=O．6527)，两品系幼虫的GR酶活性也没有

显著差异(，=O．194，∥=1，P=O．6826)。

表14．11结果表明．Re,品系和s品系幼虫取食不加金属的饲料后GR酶活性无显著差

异(F=o．403，af=l，P；0，5599)。1日龄幼虫经cu”连续处理4天后，RcII品系(，=1．068，

dr=2，P=O．4J011)与S品系(F=4．369，af=2，P=0．0675)幼虫的GR酶活性均不同程度的

升高，但二者之间的GR酶括性无显著差异(，=0．110，af=1，P；0．7454)。在低浓度时，两

品系幼虫GR酶活性促进没有显著差异(F=0．0t19，园仁1，P=0．9290)，两品系幼虫的GR酶

活性也没有显著差异(F；0,258，够=1，P=O．6383)；高浓度时，Cu2+对两品系幼虫GR酶

活性促进也没有显著差异(，；2．133，彤=1，P=0-2180)，两品系幼虫的GR酶活性也没有显

著差异(F=0．486，∥=l，P；0．5239)。

2．9 Cd2+和Cu2+对不同品系的棕尾别麻蝇幼虫GST酶活性的影响

表14-10结果表明，Rcd品系和s品系幼虫取食不加重金属的饲料后Gs，r酶活性无显

著差异(F=O．164，aT=l，|P=0．7061)。1日龄幼虫经cd2+连续处理4天后，Rcd晶系(F=

1．165，aJ=2，尸=0．373)和S品系(，=4．062，够=2，P；0．0766)幼虫GST酶活性均无显著

变化，并且两品系幼虫的GST酶活性无显著差异(，=0．145，∥=1，P=0．7099)。在低浓度

时，cd2+对两品系幼虫GST酶活性的影响没有显著差异(，=0．055，∥=1，P=O．8267)，两

品系幼虫的13ST酶活性也没有显著差异(F=O．667，够=l，P=0．4601)；高浓度时，cd2+对

两品系幼虫的GST酶活性抑制没有显著差异(，=0．365，园r．1。P=O，5786)，两品系幼虫GST

酶活性也没有显著差异(，=0．095，够=l，P=0．7728)。

表14一11结果袭明，Rc。品系和s品系幼虫取食不加金属的饲料后GST酶活性无显著

差异(F=0．251，af=1，P=O．6425)。1日龄幼虫经cu2+连续处理4天后，Re．品系(F=10．938，

dr=2，p=o．0100)与S品系(，一8．181，园仁2，P=0．0193)幼虫GST酶活性均显著被抑制，

cu2+浓度越高，GST酶活性越低，但两品系问无显著差异(，=O．156,af=1，，=0．7307)。

在低浓度时，cu2+对两品系幼虫GST酶话性抑制有显著差异(F=20。553，矽；l，P；0．0105)。

两品系幼虫GST酶活性也有显著差异(，=16．032，af=l，P=O．0161)；高浓度对，cu”对

两品系幼虫GST酶活性抑制有显著差异(，=21．230，彤：l，P=O．0100)，两品系幼虫的GST

酶活性也有显著差异(，=25．020，矽、_￡，P=0．01775)。
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2．10 Cd2+和Cu2+对不同品系的棕尾别麻蝇幼虫EST酶活性的影响

表14—10结果表明，陆品系和S品系幼虫取食不加重金属的饲料后EST酶活性无显著

差异(，=O．008，af=l，P=O．9326)。1日龄幼虫经cd”连续处理4天后，Rcd品系(F=140．279，

矿=2，P<lO')和S品系(F=5．387，af=2，P=0．0458)幼虫EST酶活性均显著降低，并

且两品系幼虫EST酶活性有显著性差异(，=9．100，af=1，P=0．0107)。在低浓度时，ed2+对

两品系幼虫EST酶活性抑制有显著差异(F=41．604，af=1，P=0．0030)，两品系幼虫的EST

酶活性也有显著差异(F=39．080，df=1，P=0．0033)；高浓度时，cd2+对两品系幼虫EST

酶活性抑制有显著差异(F=33．780，af=1，P=O．0044)，两品系幼虫的EST酶活性也有显著

差异(F=31．970，af=l，P=O．0048)。

表14．11结果表明，Rc．品系和S品系幼虫取食不加金属的饲料后EST酶活性无显著差

异(，=O，137，∥=1，P=0．7299)。1日龄幼虫经Cp连续处理4天后，RcI．品系(，=173．413，

af=2，．P<10。)与s品系(F=6．852，面忙2，P=O．0282)幼虫EST酶活性均显著被抑制，

且Cuz+浓度越高，EST酶活性越低，但两品系幼虫的EST酶活性无显著差异(，=0．162，af

=1．P=O．6911)。在低浓度时。Cu2+对两品系幼虫EST酶活性抑制有显著差异(，=33．815，

af=l，P=0．0044)，两品系幼虫EST酶活性也有显著差异(，一11．463，af=l，P=0．0276)；

高浓度时，Cu2+对两品系幼虫EST酶活性抑制没有显著差异(，=3．761，cir-1，P=O．1245)，

两品系幼虫的EST酶活性也没有显著差异(F=7．144，af=1，P=0．0556)。

3讨论

cd”耐性筛选的结果表明，1乇cd品系幼虫对c枣+的耐性是S品系幼虫的1．89倍；在相

同处理浓度下，Rcd品系对镉的积累能力也比s品系增强(表14-3)，生殖力也增强(表14-6)。

这些均说明Rcd品系对c矛+的耐性增加。这与Shirley和Sibly(1999)对黑腹果蝇的报道

相类似。但是在体长体重方面没有明显差异(表14．4)。

cu2+耐性筛选的结果表明，Rcu品系对cu2十的耐性是s品系的1．68倍(表14．2)，Rc,

品系对Cu2+积累的能力增强(表14．3)，生殖力也增强(表14．7)，也说明Ro品系对

Cu2+耐性增加。但在体长体重方砸没有表现出显著差异(表14．5)。

我们的结果表明Rcd品系(表14-8)和Pc,(表14-9)品系幼虫体内的MT水平都比S

品系的升高，这可能与它们积累金属能力增强以及耐性增加是相关的。这与Gill等(1989)

有关果蝇和Sterenborg等(2000)有关弹尾虫的报道相类似。另外，Debec等(1985)报道



表14．10陆品系和S品系棕尾别麻蝇幼虫经cd2+处理后抗氧化尊和解毒酶醇活性的比较
Table 14-10 Comparison of activities of antioxidant enzymes and detoxification enzymes in且peregrine

larvae from‰strain and susceptible strain after larvae being exposed tD Cd“

Strains Enzymes Parameters
Cd2+concentrations(p g／g)

0 100 800

S SOD

EsT

Rcd SOD

GsT

Activity(U／mg pro)

Inducement ratio C％)

Activity(u mol／min／mg pro)

Induct目alcnt ratio(％)

Activity(U／ragprotein)

lnduoemellt ratio(釉

Activity f p moYmin／mgpro)

Induecanentratio(％)

Activity(11tool／rain／ragpro)

IndalccmcaRratio(釉

Ac州ly(Utmg pro)

Inducementratio(呦

Activity(utool／rain／ragpro)

Induc∞nent哪io‘％)

Activity(Ulmg protein)

Inducement ratio(％)

Activity

Induccraent ratio㈤

95．30±29．50a

3456±3．74 a

0023主0,004b

248．34：t34．67ab

23．69士5．74 a

201，20士＆17a

51．42士17．00 a

0．028士O．002b

237．64士29．83

178 19±16．31a

．8．76±8．3S a

36．18±6．5I a

4．71±18．84 a

a047±证003 a

22．251±11，119a

28瞳02±28，52a

15．17士9．27b

】8．99士1．10ab

一19．87±4．65b

】9馥35士5．87 b

-5．39±2．92 a

拍．63±13．67 a

母31±26．S9 a

0．034士0．003曲

66．580士9．412 a

268．88士28．15

13．1S士11．847 a

EST Activity 24．06±0．44 a 11 26±1．36b

j00|3】±，7．79b

-48．64±9．1l b

19．57±12．56 a

43．37士36．33 a

O．039±0．008 u

29．784±14．454 a

189．69±176．65 b

-13．12±12．78 a

12．54士0．84 b

_47．09士3 54a

117。08士2n45b

-41．81士10．16b

32．70±15．07 8

136．4l士29．3la

0．036±0．004 a

38．802士28．720 a

225．78士46．35

．4|99士19．50 a

6．67士1．20c

]IKIu嘲ent ratio㈤ -53．21±5．64 b -?2．27±5．00 a

数据为平均值±标准差(i-l-s．n)．Duncan’s新复极差法检验表明，同一行中具相同小写字母的数据间差

异未达显著水平(P<0．05)·The values E阳Imeaus士standard deviafice．In the salnc row。there dre not

si鲥6c∞dydiffmHmtamongthedamwiththe samelowercaseletteratP(0．05(DlIlncm’smultiplerangetest)．

在果蝇的细胞系中的加入Cd2+后，可以诱导到MT，并且稳定的耐Cd细胞系(Cd R200)中

的MT的量是原来细胞用c矿诱导后的22倍多。在耐铜和耐镉的酵母品系中MT水平也显

著升高(Tohoyama el a1．，1995)。

与s品系幼虫SOD酶活性相比，Rcd品系的和RclI品系的都未表现出差异，这说明SOD

不是幼虫对cd2+和Cu2+产生耐性的原因。与s品系幼虫CAT酶活性相比，Rcd品系的和

Ro品系的都表现出显著差异，这表明CAT可能与幼虫对cd2+和cu2+产生耐性有关。与S

品系幼虫GR酶活性相比，Rcd品系的有差异，而Rcll品系的没有差异，这说明GR可能与

幼虫对C铲+的耐性有关，而与对cu”的耐性无关。与s品系幼虫GST酶活性相比，RCd品

系的和R“品系的都投有显著差异，这表明GST可能与幼虫对C矿和cu2+产生耐性有关。
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与s品系幼虫EST酶活性相比，RCd品系的有差异，而Rco品系的没有差异，这说明GST

可能与幼虫对cd2+的耐性有关，而与对Cu2+的耐性无关。目前还没有发现有关这些酶与金

属耐性的研究，大多数学者往往研究重金属胁迫对酶活的影响，从而把它们当作生物标志物。

我们的结果显示，棕尾别麻蝇幼虫经cd2+和cu2+处理后，除了GR酶活性升高外，其它4

种酶的活性降低。这可能是因为在细胞水平cd2+可以通过代替金属辅因子或与必需硫醇群

结合来抑制SOD和CAT等解毒活性氧的酶。这导致oi一增加和OH一的产生，从而导致

脂质过氧化和氧化胁迫(Beyersmann and tteehtenberg，1997；Korsloot et口J．，2004)，最终影

响到GST和EST的酶活性。一定浓度的cd2+诱导可以诱导GSH(Beyetsmanri and

Hechtenberg．1997)，而GR通过还原GSS(3可以使得GsH再生，这也许是Cd2+处理后

GR活性升高的原因。

表14-11 Pc．品系和S品系橡尾捌麻蝇幼虫经cu“处理后抗氯化—和解毒■蠢活性的比较

Table 14-10 ComINtrtlom of ac时vitles of aalloxlthmt∞z,／mes I,zicl detoxll[1elflu mz'ymll!l In孟彬喝矿如e

]ll'vltl!flrolm Re．strl缸and susCt,lptible硼mh ifter|lrvlme belmlI Hp0．ed to CuZ*

cIl4 con．e∞trBlion$(ix蝴
8”妇8nzym8 9～“3——1————1百————iF—
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第三部分总讨论



总讨论

棕尾别麻蝇体内存在有效的重金属内稳态调控和解毒机制。棕尾别麻蝇幼虫主要通过消

化道从食物中摄取重金属，其中一部分直接通过消化道排出体外，一部分在其特殊组织进行

吸收，铜主要在中肠的杯状细胞(cupro#ilic cell)内被吸收，镉在中肠上皮细胞被吸收，

这与Durliat等(1995)报道类似。吸收在中肠细胞的重金属离子可能有以下几个去向：

(1)这些重金属离子可能在第一位置诱导MT并螯台这些金属。通过结合MT，重金

属变得没有了活力，细胞毒性被阻止。从而变成无毒的形式。我们已经分离纯化了其MT，

说明这种方式确实存在。金属硫蛋白螫合的一部分重金属可能会通过中肠上皮细胞的周期性

脱落而排除体外。另外，MT蛋白在细胞内合成后可能迅速与溶酶体结台，这在黑腹果蝇中

有过报道(Silaretal，，1990)。

(2)重金属也能被中肠细胞区室化(compartmtmtatizafion)鳘合，即贮存在矿物颗粒

体(往往是细胞中的部分溶酶体片断)，在那里金属与特殊化合物牢牢结合，往往不再脱落。

这在以前已经有过报道(琢神憾19s9；Dalling自r,1993；posthuma and v锄Straa]en，1993)。

Hopkin(1989)描述了四种类型的颗粒(图15．1)，这些颗粒也在果蝇中肠上皮细胞出现

(Lauvcrjat et a1．，1989)。我们在超微结构观察中也发现了B型颗粒，从而证明通过区室化

重金属离子被贮存。那么金属离子是如何转运到溶麓体中的呢?我们推断Cd2+诱导的溶酶

体蛋白CDR-5(cadmium-induciblelysosomalproteinCDR-5)在其中起了重要作用，因为我们

在蛋白质组学的研究中已经发现了这种蛋白与Cd2+耐性有关，而Dong等(2005)报道了线

虫Caenorhabdilis elegans CDR可以把Cd”和其它离子泵入溶酶体内。

(3)另外，一些昆虫能通过细胞分泌除去金属，如囊泡的胞外分泌(Ⅸocyto西s)(Dalling盯’

1993；Lauvcrjat et a1．，1989)。在我们的研究中没有涉及到这方面的内容。但是我们在棕尾别

麻蝇中肠内发现了p-糖蛋白(p-glycoprotcin，pC-p)，这种蛋自有从细胞泵出Ca2+的作用

(Callaghan and Denny,2002；Endo d aL，2002)。因此，可以推断棕尾别麻蝇中肠上皮细胞中

的cd”也时时被排出细胞外。

昆虫蟹舍重金属的能力主要依靠颗粒的数量和MT储存及运输重金属到细胞溶酶体片

断的能力(Posmuma andvan Straalcn，1993)。但是这样的金属累积是有限的，～旦中肠负担

太重，容纳和吸收不了过量的重金属，重金属则开始侵入血淋巴和脂肪体。马氏管可以吸收

血淋巴中的金属离子，并通过后肠排出体外：中肠上皮细胞也可以从肠腔和血淋巴吸收重金
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属(Dallinger，1993；Posthuma andvan Straalen，1993)。因此重金属在棕尾别麻蝇体内的调控

成内稳态平衡(图15-2)。

虽然棕尾别麻蝇能够在体内稳态调控重金属，但是当重金属超过一定闽值时，仍然会对

导致棕尾别麻蝇体内代谢的紊乱，并产生毒性效应。在个体水平表现为：体重减轻、体长变

小、发育历期延长、成虫寿命缩短和繁殖力下降等。在器官水平表现为：中肠的变粗变短，

表面产生瘤状突起，中肠微绒毛损伤，我们在解音g过程中还发现表皮韧性降低。在细胞水平

上表现为：细胞存括率降低；亚细胞结构的改变，如核质的浓缩，线粒体的肿胀和空泡：粗

面内质网膨胀或是囊化，甚至空泡化；以及腊滴数量减少等。在生化水平表现为：能量化合

物含量降低，能量水平降低，酶活性降低。

圈15-1在无脊椎动物缅患内的纲囊空泡的囊牲体类型和组疵(Hopkin，1989)

Fig．15-1 Types tad compmitioa ofcelluhtr vacuolar-enclosed cozlcrL喇olls m invertebrate cells

Hopkm描述了涉及到阳离子和阴离子的A、B、C，D四种类型的的颗粒体，阳离子与矿物颗粒体结台并

分别与特定的阳离子和阴离子一起。MT：金属硫蛋白．Four types of intracelhdar(髀瞄』，占，o and

extrar幽lular(type缉coll硎ons involving both c嘶∞s and∞妇∞have been desmbed with蛐娜analysis．
Cationicmetals associatewithcon廿ecionswhich appefirtoilluslrate specificitytowardboth c刊jo璐andanions．M

Metallothionein．
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图15-2棕尾别麻蝇体内重金属离子的动态平衡

Flg。15-2 Metal homeostasis in the body ofBoettcheriscaperegrina

l：：：：：：I 金属贮存场所Storage sites ofheavy metal

———} 金属转运途径Tmporfionwayofheavymetal

cI嚷囊：O：食道；P：前臀；M；中肠；H；后肠；MT‘马氏管；F．脂肪体

c，craw；0，oesophagus；P，—0v曲晡印hs；M，midgu仁H，hindgat；MT，m8lpighi赫tubes．

本文的创新之处

(1)系统的研究了cd2+和Cu2+对棕尾别麻蝇生长发育、历期、生殖等方面的影响，

为该蝇作为环境指示生物监测环境重金属污染提供依据。

(2)通过透射电镜观察Cd”和C一引起的中肠和马氏管上皮细胞的变化，展示了二

者对棕尾别麻蝇细胞及亚细胞的毒性影响。同时还观察到贮存重金属的颗粒体结构，证明棕

尾别麻蝇中肠可以通过这种结构鳌合并贮存重金属。

(3)通过研究c矿和。一对血细胞数量、存话和延展的影响，证明了重金属可以影

响昆虫的细胞免疫。

(4)研究了Cd2+和cu2+处理后棕尾别麻蝇血淋巴化学组成及能量水平的变化，得出

重金属可以通过影响棕尾男d麻蝇能量化合物合成，从而为阐明重金属干扰生物正常新陈代谢

过程的机理提供依据，也为解释重金属对生长生殖的毒性影响提供参考。



(5)对棕尾别麻蝇金属硫蛋白进行了分离纯化及性质鉴定，为进一步研究MT在棕尾

别麻蝇体内贮存重金属的机制建立基础。

(6)用蛋白质组技术研究棕尾别麻蝇在重金属Cd胁迫下的中肠蛋白变化，鉴定了两

个重要的金属离子转运蛋白CDR和pGp，这在研究重金属在昆虫体内的内稳态平衡具有重

要的意义；发现了热激蛋白Hsp，在重金属胁追研究中具有重要意义。

(7)筛选耐性品系研究昆虫适应重金属的生理生化机制，得出耐性增加与金属硫蛋自

表达增加有关，而与几种保护酶SOD、CAT、GST和EST无相关性。

今后的研究方向

棕尾别麻蝇对重金属适应是其生理综合调控的过程，在这个过程中，一些蛋白如MT、

CDR、pGp等起了重要作用。对这些蛋白的研究将是非常有意义的。棕尾别麻蝇MT已经被

提纯，但是，尚有许多工作有待深入，主要包括以下几方面：棕尾别麻蝇MT一级结构的测

定；棕尾别麻蝇MT的定位及在变态过程中的变化，可采用免疫手段检测，或用W器tea'n杂

交检测；采用基因工程的手段，将棕尾别麻蝇MT cDNA通过载体转移到E．coli中进行重组

表达，为MT的应用研究作探索。而对于CDR、pGp在棕尾别麻蝇及果蝇外的大部分昆虫

还是一个崭新的领域。

有关重金属对昆虫毒性机制的研究还有很多工作要做，如Cd如何扰乱Ca稳态平衡，

如何抑制SOD和CAT等解毒活性氧的酶，如何影响昆虫的免疫系统等等。
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