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Effects of heavy metal ions on metallothionein concentration

in hepatopancreas of Litopenaeus vannamei

WU Zhong-wang, PAN Lu-qing

( The Key Laboratory of Marine Culture of Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao � 266003, China)

Abstract : The metallothionein ( MT ) concentration in hepatopancreas of Litopenaeus vannamei changed significantly w ith the

increasing of metal ions concentration and prolongation of exposure time ( P < 0. 05) , whereas that in the control groups had no

marked changes ( P > 0. 05) . Exposed to three heavy metal ions, the MT concentration in hepatopancreas changed very

significantly in 6 h ( P< 0. 01) . The MT concentration inducted by Cu2+ ( 0. 1, 0. 2, 0. 5, 1 mg�L - 1) , Zn2+ ( 1, 2, 5 mg�L- 1)

and Cd2+ ( 0. 05, 0. 1 mg�L - 1) increased in 96 h with time and changed stably after 48 h. In addition, the MT concentration inducted

by Zn2+ ( 10 mg�L - 1) and Cd2+ ( 0. 25, 0. 5 mg�L- 1) was up to max . at 48 h, began to decrease with time passing by, and still

higher than that in the control groups. Meanwhile the inductive ratio of three heavy metal ions on metallothionein concentration were

Cd2+ > Cu2+ > Zn2+ in experimental time.
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� � 金属硫蛋白( metallothionein, MT )是一类小分子的蛋白

质,能螯合金属离子, 调节微量元素(主要为 Cu、Zn)贮存、

运输和代谢及具有对重金属中毒解毒作用和清除氧自由

基的功能[ 1- 5]。目前, 关于重金属胁迫对甲壳动物 MT 含

量的影响国外已有一些研究报道[ 6- 8] ; 国内这方面尚未见

报道。本文研究了 3 种重金属离子对凡纳滨对虾

( Litop enaeus vannamei )肝胰脏 MT 含量的影响,探讨了凡纳

滨对虾对重金属离子的解毒机理,为甲壳动物养殖环境毒

理学的研究奠定了理论基础,也为对虾养殖水环境污染监

测提供了科学依据。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料
实验所用凡纳滨对虾于 2002 年 9 月购自青岛市营海

对虾养殖场, 体色正常,健康活泼, 体长 8. 0 � 0. 5 cm, 体重

10� 1. 5 g。采用青岛近海的自然海水暂养 8~ 10 d, 海水

盐度为 30, pH 为8. 2, 温度为 24 � 0. 5 � , 连续充气, 日换

水 2 次,换水量为 1/ 3~ 1/ 2,并适量投喂对虾配合饲料。

1. 2 实验方法

重金属离子梯度的设置 � � 经检测, 用青岛沿海自然

海水的 Cu2+ 、Zn2+ 、Cd2+ 的含量分别为 1. 15、47. 5、0. 46�g�

L- 1。实验重金属离子的种类和来源为 Cu2+ ( CuSO4�

5H2O)、Zn
2+ ( ZnSO4�7H2O)、Cd

2+ ( CdCl2�2. 5H2O) , 3种重金

属离子按�中华人民共和国渔业水质标准�中 Cu2+ � 0. 01

mg�L- 1、Zn2+ � 0. 1 mg�L - 1、Cd2+ � 0. 005 mg�L- 1的 10 倍、

20倍、50倍、100倍设置实验梯度。Cu2+ 的实验梯度为 0. 1、

0. 2、0. 5、1 mg�L- 1; Zn2+ 的梯度为 1、2、5、10 mg�L - 1 ; Cd2+

的梯度为 0. 05、0. 1、0. 25、0. 5 mg�L- 1。所有实验梯度均设
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3 个重复组,并以不加重金属离子组为对照组。

实验在 50 cm � 40 cm � 30 cm 的塑料水槽内进行,各梯

度分别放健康的凡纳滨对虾各20 尾,实验期间的养殖管理

与暂养期间完全相同, 换水时分别加入相对应重金属离子

浓度的养殖用水, 实验期间对虾无死亡现象。实验开始后

于0、6 h、12 h、24 h、48 h、72 h、96 h 取样,每个梯度各水槽随

机选取 2尾对虾, 再用纱布擦干对虾的体表, 置冰盘内解

剖,取肝胰脏,用预冷重蒸水洗净、滤纸吸干后,称其湿重,

置于 1. 5 mL 离心管中。

MT 含量的测定 � � MT 的含量采用金属/血红蛋白

饱和法测定[9]。取其肝胰脏加入 4倍体积预冷的匀浆液中

( 0. 25 mol�L - 1蔗糖, 0. 1 mol�L - 1 Tris-HCl pH 8. 6 缓冲液) ,

冰浴以10 000 r�min- 1匀浆5 min,然后在高速冷冻离心机中

以0 � 、10 000 r�min- 1, 离心 10 min, 放入沸水浴中加热 2

min ,再离心 2 min 。取上清液 0. 2 mL 加入 0. 5 mL 1 mg�

mL- 1的 Ag+ ( Ag+ - Hb 饱和法) , 充分混合后室温下孵育

10 min ,加入 0. 1 mL 2%牛血红蛋白混合,放入沸水浴中加

热2 min , 冰水浴冷却后,以10 000 r�min- 1离心2 min ,再加

入0. 1 mL 2%牛血红蛋白混合,沸水浴 2 min , 经冰水浴冷

却和离心2 min 后,取上清液加入混合酸溶液(高氯酸�硝酸

为1�3)中消化、定容, 用 VISTA - MPX CCD ICP - OES

( VARIAN )测定 Ag+ 浓度。

金属硫蛋白 MT浓度以 MT 分子量为 7000 Da和 1 mol

的MT 可结合 18 mol的 Ag+ (原子量为 108)计算。MT 含

量: 测定的 Ag+ 浓度� 7000/ ( 18 � 108) , 以每克湿组织中所

含MT 的毫克数表示( mg�g- 1)。

1. 3 � 数据的处理和分析
所有数据以 3个重复组数据的平均值( Means � SD )表

示, 并采用单因素方差分析( ANOVA)和 Duncan检验法统计

分析。

2 � 结果

2. 1� 3种重金属离子对凡纳滨对虾肝胰脏 MT 含

量的影响

由图 1 可知 , 随着 3 种重金属离子浓度的升高和

作用时间的延长 , 凡纳滨对虾肝胰脏 MT 含量均呈显

著变化 (P < 0. 05) , 而对照组变化不显著 ( P> 0. 05) , 在实

验时间内 3 种重金属离子诱导 MT 的能力为高浓度组> 低

浓度组> 对照组。

在3 种重金属离子作用下, 凡纳滨对虾肝胰脏 MT 含

量在 6 h 时显著升高(P < 0. 01) ,分别在 Cu
2+

( 0. 1、0. 2、0. 5、

1 mg�L- 1 )、Zn2+ ( 1、2、5 mg�L- 1)和 Cd2+ ( 0. 05、0. 1 mg�

L - 1)作用48 h 后,各处理组 MT含量趋于稳定,而 Zn2+ ( 10

mg�L- 1)和 Cd2+ ( 0. 25、0. 5 mg�L- 1)处理组在 48 h 时 MT

含量达到最大值, 后随着作用时间的延长, MT 含量下降,呈

现一峰值变化趋势。

图 1� 重金属离子对凡纳滨对虾肝胰脏 MT 含量的影响

Fig. 1� Effects of heavy metal ions on MT concentration

in hepatopancreas of L . vannamei

2. 2 � 3种重金属离子对凡纳滨对虾肝胰脏MT的

诱导程度

如表 1所示, 3 种重金属离子在实验时间内对凡纳滨

对虾肝胰脏 MT 的诱导率均表现为 Cd2+ ( 0. 5 mg�L- 1) >

Zn2+ ( 1 mg�L- 1) > Cu2+ ( 1 mg�L- 1) , 如48 h 的诱导率分别

为 825%、220%和 212% , 由此表明 3 种重金属离子对凡纳

滨对虾肝胰脏 MT 含量的诱导能力为 Cd2+ > Zn2+ > Cu2+ 。

3 � 讨论

3. 1 � 重金属离子对凡纳滨对虾肝胰脏MT含量的

影响

Correia等[ 10]报道了 4�g�L- 1 Cu2+ 作用 2 d 时, 钩虾

( Gammarus locusta)体内 MT 含量是对照组的 136% ,且 6 d

达最高值( 155% ) ;Manuela等[ 7]研究表明在10 mg�L - 1 Cd2+

和 5 mg� L- 1 Zn2+ 作用 ( 24 和 48 h ) 下, 卤虫 ( Artemia

parthenogenetica)机体 MT含量随作用时间的延长显著增加,

且 Cd2+ 诱导 MT 含量比 Zn2+ 的高; 据 Moksnes 等[ 11]报道,

在 Cd
2+

( 0~ 2 mg�L- 1
)作用 6 d 时,凡纳滨对虾肝胰脏 MT

含量随浓度的升高而显著升高, 而 Cd2+ ( 1. 5 mg�L- 1)作用

0~ 9 d时,肝胰脏 MT 含量随时间的延长而显著升高。本
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研究表明凡纳滨对虾在 3种重金属离子作用下均可诱导产

生MT,且 MT在 0~ 48 h 内随重金属离子浓度和作用时间

的增加而升高, 这与上述研究结果基本一致。这说明 3种

重金属离子对凡纳滨对虾肝胰脏 MT 含量的影响具有一定

的时间、剂量效应关系。

张克俭
[ 12]
研究表明, 在低浓度 Zn

2+
( 0. 18~ 0. 78 mg�

L - 1)作用下, 中国对虾 ( Fenneropenaeus chinensis ) 肝胰脏的

肝小管分泌细胞增多 , 吸收细胞数量减少 , 而高浓度

( 8. 04~ 125. 89 mg�L- 1)导致肝小管内分泌细胞胞体破裂,

部分肝管破坏。作者推测Zn2+ ( 10 mg�L- 1) 和 Cd2+ ( 0. 25、

0. 5 mg�L- 1)作用下,肝胰脏 MT 含量呈现一峰值变化的原

因可能是由于重金属离子的过量侵入使细胞活动紊乱,肝

小管细胞解体, 引起组织的伤害,造成机体合成 MT 速度及

含量的下降。

表 1� 3种重金属离子对凡纳滨对虾肝胰脏MT的诱导程度

Tab . 1� Induced ratio of three heavy metal ions on

MT in hepatopancreas of L. vannamei

取样时间(h)
sampling t ime

诱导率(% ) induced ratio

Cu2+

(1 mg�L- 1)
Zn2+

(1 mg�L- 1)
Cd2+

(0. 5 mg�L- 1)

0 100a 100a 100a

6 179b 201b 627b

12 187bc 203b 792c

24 190cd 208b 759c

48 212e 220c 825d

72 216e 223c 758c

96 218e 227c 764c

� � 注:同一列数据右上角相同字母表示差异不显著( P > 0. 05) ,不

同表示差异显著( P < 0. 05)

� � Notes: The same superscript letters in the same rank in the table

mean insignificant dif ference( P > 0. 05) , while the different letters mean

signif icant diff erence( P < 0. 05) .

3. 2 � 重金属离子对凡纳滨对虾肝胰脏MT的影响

机制

MT 能与多种重金属结合, 而且当水环境受重金属污

染, 或者将重金属注入动物体内,均能诱导它的产生。重金

属主要与体内新合成的 MT相结合,但当超过动物合成 MT

的速度和结合的能力时,重金属即与大分子蛋白相结合,抑

制或使酶失活, 引起中毒症状[13]。目前研究证明金属对

MT 的诱导反应是发生在转录水平,通过位于MT 基因 5�-

端的金属调节因子实现,接触金属后,由于 MT 基因转录速

度增加而引起MT mRNA 迅速增加。钙离子导体能在多种

细胞中诱导 MT mRNA 表达,而钙离子通道阻断剂和钙调

素抑制剂则明显抑制上述诱导作用,由此表明, MT 的诱导

可能与钙通道的调节有关[14]。本实验中凡纳滨对虾肝胰

脏MT 含量在 Cu2+ 、Zn2+ 和 Cd2+ 作用下被显著诱导升高, 3

种重金属离子 Cu2+ ( 0. 1、0. 2、0. 5、1 mg�L- 1)、Zn2+ ( 1、2、5

mg�L- 1)和 Cd2+ ( 0. 05、0. 1 mg�L- 1)作用 48 h 后, MT 含量

趋于稳定, 可能是因为金属离子以多种方式进入体内后, 肝

胰脏细胞内金属调节因子增加了基因转录的速度而使 MT

合成速度增加, 48 h 后细胞的钙离子通道可能被阻断, 而使

MT 含量维持在一定的水平上。Webb[ 15]研究表明在生物许

多组织内 Cd2+ 诱导合成 MT 含量的能力较 Zn2+ 强; 另据

Peder sen等[ 6] 报道真蟹 ( Carcinus maenas ) 在 0. 5 mg�L - 1

Cu2+ 、Zn2+ 和 Cd2+ 作用下, 滨蟹肝胰脏诱导产生 MT 的能

力为 Cd2+ > Zn2+ > Cu2+ ,并认为 Cu2+ 主要在氧化应激反

应中起作用;本文的暴露实验证明 3 种重金属离子对凡纳

滨对虾肝胰脏 MT 的诱导率为 Cd2+ > Zn2+ > Cu2+ , 这与上

述研究的结果基本一致。作者认为这种差异主要与甲壳动

物对 3种重金属离子吸收、累积和诱导机制的不同有关。

3. 3 � MT含量作为养殖水环境重金属离子污染指

标的可行性

许多金属离子在基因转录水平直接诱导 MT 合成, 这

证明 MT 是维持细胞内金属稳态的快速应答和有效的反馈

机制的一部分[ 13]。王海藜等[ 16]认为 MT 含量与水环境和

体内组织中的重金属之间有显著的相关性, 并认为 MT 可

以作为重金属暴露的生物标志物; Moksnes 等[11]研究表明,

凡纳滨对虾肝胰脏 MT 比常规监测重金属压力的指标(成

活率、增重率等) 具有更高的敏感性及早期的预警能力;

Legras[ 17]研究认为甲壳动物受自然因素如蜕皮周期、性别、

规格、饥饿等的影响,均会改变机体对水环境中金属离子的

吸收及在体内的累积,而导致 MT的改变, 并提出尤其在甲

壳动物蜕皮期应用 MT 作为水环境的监测指标应慎重考

虑。本研究结果表明, 3 种重金属离子对凡纳滨对虾肝胰

脏 MT随浓度的升高和作用时间的延长显著变化,表现出

一定的时间、剂量效应关系, 这说明 MT 可作为凡纳滨对虾

对重金属解毒作用的标志物, 但基于 MT 的作用机理, MT

不能作为机体受伤害的指标。因此, 作者认为凡纳滨对虾

肝胰脏 MT含量可以作为养殖水环境中重金属离子污染的

监测指标, 同时还应综合考虑重金属离子对机体的伤害指

标如抗氧化酶系统等。
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