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铜锈环棱螺HSP70对Cd和BDE-47胁迫的响应敏感性*
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摘要:采用沉积物生物毒性测试,分别研究了不同含量Cd和BDE-47污染沉积物对铜锈环棱螺(Bellamyaaeruginosa)肝
胰脏热休克蛋白 HSP70表达水平的变化,以揭示Cd和BDE-47胁迫与 HSP70表达响应的时间/剂量-效应关系,探讨

HSP70作为持久性有毒物质对铜锈环棱螺早期伤害生物标志物的敏感性。结果表明,受到不同含量Cd和BDE-47加标

沉积物胁迫后,铜锈环棱螺肝胰脏 HSP70表达均表现出较为明显的时间/剂量-效应关系。在Cd短期(0~10d)暴露下,

HSP70应激水平随Cd含量的升高而显著升高(p<0.05);在Cd长期(10~21d)暴露下,HSP70应激水平随Cd含量的升

高表现为先升后降,低Cd含量(5μg·g-1)暴露下 HSP70应激水平随暴露时间的延长而显著上升(p<0.05);中、高Cd
含量(25、100μg·g-1)暴露下 HSP70应激水平随时间的延长均呈先升后降的趋势。不同含量BDE-47暴露下 HSP70应

激水平时间的延长大体上均呈先升高后降低的变化趋势;低、中含量BDE-47(160、640ng·g-1)短期暴露对 HSP70应激

水平没有影响,而长期(10~21d)暴露后,HSP70应激水平均显著降低(p<0.05)。比较而言,HSP70对 Cd低含量

(5μg·g-1)短期(低于10d)暴露显示出较好的敏感性,而对BDE-47低含量(160ng·g-1)短期暴露表现不敏感;低含量

Cd和BDE-47长时间(10~21d)暴露下,HSP70均具有较好的指示作用。
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各种来源的持久性有毒物质进入水环境后通过吸附、络合或共沉淀等理化作用过程富集于沉积物中,形成

二次污染源,对水生生物和人类健康构成潜在威胁;因此,水体沉积物中持久性有毒污染物的生态毒理学效应一

直是人们关注的重要问题。镉(Cd)和2,2′,4,4′-四溴联苯醚(BDE-47)是两种典型的持久性有毒物质[1]。Cd是

一种生物非必需的、毒副作用很强的重金属。有研究显示,国内一些典型淡水沉积物中Cd污染已达到较高水平

(39~392μg·g-1)
[2-3],远高于淡水沉积物质量指南中Cd的毒性效应低值(1.2μg·g-1)

[4],存在较大的生态毒

性风险。20世纪70年代以来,多溴联苯醚(PBDEs)因成本低、性能效率高从而替代了一直使用的主要化学阻燃

剂多氯联苯(PCBs)。然而,PBDEs可通过从基质释放、废物回收处置等过程污染环境[5]。PBDEs属于持久性有

机污染物,其中BDE-47在PBDEs同系物中分布最广,在生物材料中含量最高,对生物和人体毒性最强[6-8]。目

前,对水环境中重金属和PBDEs生态毒性的报道大多数与鱼类有关[9-15],基于底栖动物的相关研究则少有报道。
底栖动物是水生态系统中最重要的定居动物代表类群之一,选择该类动物作为测试生物将可以充分反映沉

积物毒性的生态相关性。铜锈环棱螺(Bellamyaaeruginosa)是一种腹足纲(Gastropod)田螺科(Viviparidae)的
淡水软体动物,在中国广泛分布,主要栖居在沉积物中,处于水生食物链的重要环节。鉴于近年来人们对该物种

的生物学特性和生态重要性的充分了解,铜锈环棱螺已被建议作为中国淡水沉积物生态毒性测试的模式生

物[16],目前已经开展了一些有关该物种的沉积物生态毒性测试研究[17-21],但有关该物种对沉积物中持久性有毒

物质胁迫的分子生物标志物响应敏感性的研究还只有少量数据,需要进一步确立该物种对持久性有毒污染物胁

迫的各种有效分子生物标志物响应的时间/剂量-效应关系。
本研究利用实验室培养的铜锈环棱螺进行Cd和BDE-47加标沉积物的生物毒性测试,研究两种物质对铜锈

环棱螺肝胰脏热休克蛋白70(HSP70)表达水平的影响,揭示其间的时间/剂量-效应关系,探讨Cd和BDE-47对

铜锈环棱螺的潜在分子生态毒理学作用机理,以期为寻找持久性有毒物质潜在生态风险评价的合适分子生物标
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志物提供科学依据。

1材料与方法

1.1实验材料

1.1.1实验动物 采用实验室人工培养的铜锈环棱螺成年个体,5月龄,壳长(18.15±1.94)mm;体重(1.50±
0.42)g,培养方法见文献[16]。

1.1.2仪器 MiniPROTEAN襆 TetraCell垂直电泳仪(美国Bio-Rad公司)、PowerPac-HV型电泳仪(美国

Bio-Rad公司)、MiniTrans-Blot转印槽系统(美国Bio-Rad公司);Tanon-1600R全自动数码凝胶成像系统(上海

天能科技);WD-9405B型水平摇床(北京六一仪器厂)。

1.1.3试剂 CdCl2·2.5H2O(分析纯,购自上海国药);BDE-47(2,2′,4,4′-四溴联苯醚,纯度98.5%,购自Ac-
cuStandard公司);Tris碱、乙基苯基聚乙二醇(Nonidet-P40)、异丙醇、苯甲基磺酰氟(PMSF)、十二烷基磺酸钠

(SDS)、丙稀酰胺、双丙稀酰胺(N,N′-甲叉双丙稀酰胺)、过硫酸铵(APS)、四甲基乙二胺(TEMED)、β-巯基乙醇、
溴酚兰、考马斯亮蓝R-250、甘油、甘氨酸、冰醋酸、甲醇、乙醇等均为国产分析纯试剂;预染蛋白 MarkerSM0671
(购自Fermentas公司);小鼠抗鸡HSP70/90单克隆抗体IgG(购自Stressgen公司);辣根过氧化物标记的山羊

抗小鼠IgG-HRP(购自SantaCruz公司)。

1.1.4实验沉积物 实验沉积物为以采自湖南德夯自然保护区内的洁净土壤制作的人工沉积物。采集与处理方

法见文献[16]。

1.2沉积物生物测试

参照笔者所在研究团队以前的研究进行Cd和BDE-47加标沉积物实验设计[17,20]。Cd加标沉积物生物测

试共设置1个对照组和3个Cd含量处理组(5、25、100μg·g-1干沉积物),每个处理组设3个重复。Cd加标沉

积物制备方法见文献[17]。BDE-47加标沉积物生物测试共设置1个对照组和3个BDE-47含量处理组(160、

640、2000ng·g-1干沉积物),每个处理组设3个重复。BDE-47加标沉积物制备方法见周科等人[20]的研究。
加标沉积物完成平衡后,把每个处理组的加标沉积物均分到3个重复测试缸中,然后缓慢注入上覆水(去氯自来

水),将测试缸放置在水浴控温槽中,静置1d后放置实验螺。对所有实验螺先随机分组(每组25只),然后放入

每个测试缸,采用静水充氧的暴露方式,暴露时间为21d,暴露其间的光照周期为12h光照∶12h黑暗,水温保

持在(24±1)℃。实验用水为去氯自来水,水质参数为:电导率267μS·cm-1、pH 值7.99、总氨0.41mg·

L-1、硬度78.4mg·L-1(以CaCO3计)、碱度4mmol·L-1(以CaCO3计)。在测试缸上加盖尼龙网防逃,每两

天投喂少许三元牌观赏鱼饵料。分别在暴露的第0、3、7、10、14、21d取样,每次从每个测试缸中取4~5只螺,取
肝胰脏,并称重,然后放入液氮保存备测。

1.3样品制备

将肝胰脏样品与预冷蛋白抽提液(66mmol·L-1Tris-HCl,pH值7.2,3%Nonidet-P40,0.1mmol·L-1

PMSF)按1∶4的体积比加到玻璃匀浆管中,在冰浴中完成匀浆,将匀浆液转入容积为1.5mL的离心管中,然后

在4℃、10000r·min-1下离心20min,取上清液;先测定蛋白含量,然后根据预实验的结果调整蛋白含量为8.0

μg·μL-1,在液氮中速冻,然后置-80℃冰箱保存备测。

1.4HSP70测定

1.4.1SDS-PAGE蛋白电泳 先制备8%分离胶和5%浓缩胶,在垂直电泳仪中灌制SDS-聚丙烯酰胺凝胶,然后

制备电泳样品:先解冻样品,然后取10μL样品加到500μL容积离心管中,同时加入相同体积的上样缓冲液,在
沸水中煮5min,冷却,对样品短暂离心后进行电泳上样,同时加入预染标准蛋白marker。在100V恒压下电泳,
当溴酚蓝指示剂到达距凝胶底部约1cm处终止电泳。

1.4.2WesternBlotting免疫印迹 1)转膜。先截取所需转印的电泳凝胶,将其浸泡在蛋白转移缓冲液中;然后

将与凝胶相同尺寸的1张NC膜和4张 Whatman滤纸在蛋白转移缓冲液中浸泡20min,同时还将2张纤维垫

在蛋白转移缓冲液中适当浸泡。由下至上依次按纤维垫、2层滤纸、凝胶、NC膜、2层滤纸、纤维垫的顺序进行层

叠,并赶走层间气泡,放入转印槽系统,在100V恒压下转印60min。

2)封闭。转印结束后,取出NC膜,以PBS缓冲液反复清洗5min。然后放置在封闭缓冲液,在摇床上室温

封闭1h。
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3)孵育。从封闭液中取出NC膜,按一抗(小鼠抗鸡HSP70/90单克隆抗体IgG)和孵育液1∶500的体积比

加入一抗,在摇床上室温孵育1h,然后用PBS清洗3次,每次10min;按二抗(辣根过氧化物标记的山羊抗小鼠

IgG-HRP)和孵育液1∶2000的体积比加入二抗,在摇床上室温孵育1h,然后用TBS缓冲液清洗3次,每次10
min,以除去未结合的二抗。

4)显色。将经孵育过的NC膜放置在玻璃比色皿中,在避光条件下用新配制的4-氯-1-萘酚显色液进行显色

反应30min,以TBS缓冲液终止反应。在凝胶分析系统中对NC膜进行扫描,并保存图像。

1.5数据处理与统计分析

采用全自动数码凝胶成像系统对 WesternBlotting图像进行灰度分析,估计灰度值,并计算各处理组的相对

灰度值(以实验组灰度值/对照组灰度值的比值表示)。采用SPSS20.0进行数据的统计分析,利用单因素方差

分析法(One-wayANOVA)和多重比较检验法(LSD)进行组间差异显著性检验,显著性水平为0.05。

2结果

2.1Cd对铜锈环棱螺肝胰脏HSP70表达水平的影响

铜锈环棱螺肝胰脏 HSP70对Cd应激表达的 WesternBlotting免疫印迹如图1所示。不同Cd处理组

HSP70的相对表达水平见表1。在相同暴露时间内,铜锈环棱螺肝胰脏 HSP70表达水平呈现一定的剂量-效应

关系。在短期(0~10d)暴露时,HSP70表达水平随Cd含量的增加而显著升高(p<0.05);在长期(10~21d)暴
露时,HSP70表达水平随Cd含量的升高呈现先升高后下降。在相同Cd暴露含量相同的情况下,低Cd含量组

(5μg·g-1)的HSP70表达水平随暴露时间的延长而显著升高(p<0.05),在21d时达到峰值;中、高Cd含量组

(25、100μg·g-1)的 HSP70表达水平则随暴露时间的延长呈现先升后降的变化趋势,在中、高Cd含量组

HSP70表达水平分别在暴露14d和10d后达到峰值,在21d时,高Cd含量组HSP70表达水平下降到最低水平。

注:各图中泳道由左至右依次为:分子量标准、对照组、5μg·g-1Cd处理组、25μg·g-1Cd处理组、100μg·g-1Cd处理组。

图1 Cd加标沉积物暴露后铜锈环棱螺肝胰脏 HSP70表达的 Westernblot印迹代表性图片

Fig.1 RepresentativeWesternBlotsofhepatopancreaticHSP70inB.aeruginosaafterexposuretoCd-spikedsediments

表1 Cd加标沉积物暴露后铜锈环棱螺肝胰脏 HSP70表达水平(以相对灰度值表示)

Tab.1 HepatopancreaticHSP70levels(relativegreyvalue)inB.aeroginosaafterexposuretoCd-spikedsediments

Cd加标含量/(μg·g-1)
暴露时间/d

0 3 7 10 14 21

对照组

5

25

100

1.01±0.14A

1.07±0.02a,A 1.07±0.05a,A 1.05±0.08a,A 1.07±0.03a,A 1.09±0.05a,A

1.29±0.02b,B 1.35±0.03b,B 1.48±0.09b,C 2.05±0.07b,D 2.96±0.08b,E

1.34±0.08b,B 1.47±0.08c,C 1.54±0.04b,C 2.23±0.10c,D 1.89±0.09c,E

1.69±0.01c,B 1.89±0.09d,C 2.16±0.09c,D 1.63±0.06d,B 0.73±0.07d,E

  注:在相同暴露持续时间内,处理间无相同小写字母则表示差异显著(p<0.05);在同一处理组,不同取样时间点间无相同大写

字母则表示差异显著(p<0.05),下同。
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2.2BDE-47对铜锈环棱螺肝胰脏中HSP70表达水平的影响

铜锈环棱螺肝胰脏HSP70对BDE-47应激表达的 WesternBlotting免疫印迹如图2所示。不同BDE-47处

理组HSP70的相对表达水平见表2。肝胰脏HSP70表达水平随暴露时间的延长呈现不同的规律。暴露3d后,
低、中BDE-47含量组(160、640ng·g-1)的HSP70表达水平与对照组相比没有显著差异,高含量组(2000ng·g-1)
的HSP70表达水平表现为显著升高并达到最大值;暴露7d后,各处理组间 HSP70表达水平没有显著差异;暴
露10d后,HSP70表达水平随BDE-47含量的增加呈现先升后下的变化趋势;在长期(14~21d)暴露的情况下,
各处理组HSP70表达水平均随BDE-47含量的增加而显著下降(p<0.05),不同处理组间存在显著差异(p<
0.05)。在相同BDE-47暴露含量相同的情况下,HSP70表达水平随暴露时间的延长总体上呈现先升后降,高

BDE-47含量组的HSP70表达水平在暴露后3d即达到最大值,而低、中BDE-47含量组的 HSP70表达水平在

暴露后10d才达到最大值。

注:各图中泳道由左至右依次为:分子量标准、对照组、160ng·g-1BDE-47处理组、640ng·g-1BDE-47处理组、2000ng·g-1BDE-47处理组。

图2 BDE-47加标沉积物暴露后铜锈环棱螺肝胰脏 HSP70表达的 Westernblot印迹图代表性图片

Fig.2 RepresentativeWesternBlotsofhepatopancreaticHSP70inB.aeruginosaafterexposuretoBDE-47-spikedsediments

表2 BDE-47加标沉积物暴露后铜锈环棱螺肝胰脏 HSP70表达水平(以相对灰度值表示)

Tab.2 HepatopancreaticHSP70levels(relativegreyvalue)inB.aeroginosaafterexposuretoBDE-47-spikedsediments

BDE-47加标含量/(ng·g-1)
暴露时间/d

0 3 7 10 14 21

对照组

160

640

2000

0.99±0.11A

0.93±0.03a,A 1.06±0.05a,A 1.01±0.06a,A 0.91±0.05a,A 1.04±0.10a,A

0.90±0.05a,A 0.97±0.05a,A 1.14±0.04b,B 0.81±0.06b,C 0.82±0.01b,C

0.90±0.08a,A 0.99±0.09a,A 1.33±0.04c,B 0.71±0.03c,C 0.61±0.02c,D

1.22±0.01b,B 1.07±0.05a,C 0.81±0.05d,D 0.61±0.05d,E 0.40±0.04d,F

3讨论

细胞应激反应是对细胞蛋白质保护和再利用系统中关键蛋白质的有序诱导。热休克蛋白(HSP)是机体细

胞受到应激原(如代谢毒物、污染胁迫、缺氧、环境高温、氧化应激等)胁迫时能够高效表达、在进化上高度保守的

一组应激蛋白,对机体细胞起到保护作用[22]。HSP70(分子量68~74kD)是 HSP超家族的重要成员,具有“细
胞管家”的作用,尤其是在消除污染胁迫对机体造成的损伤方面发挥重要作用[23-25]。由于 HSP70对应激源诱导

敏感且其序列高度保守,因此HSP70常被用作环境污染胁迫的敏感生物标志物[26],是持久性有毒物质早期伤害

的重要分子生态毒理学预警指标。
一些研究显示多种重金属可以明显地引起水生生物 HSP70的上调表达。Downs等人[27]发现草虾(Palae-

omonetespugis)受Cd胁迫后HSP70的表达显著增加;Sanders等人[28]和Duffya等人[29]的研究显示,黑头软口

鲦(Pimephalespromelas)、虹鳟(Oncorhynchusmykiss)受Zn、Cu和 Hg暴露后 HSP70的表达水平亦明显升
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高。本研究表明,在短期(0~10d)暴露时,HSP70表达水平随Cd含量的增加而显著升高;在长期(10~21d)暴
露时,HSP70表达水平随Cd含量的升高呈现先升高后下降。低含量组的HSP70表达水平随暴露时间的延长而

显著升高(p<0.05);中、高含量组的HSP70表达水平则随暴露时间的延长先升后降。低Cd处理组的结果与前

人的研究基本一致,这说明当沉积物Cd含量胁迫即可导致细胞的应激反应,明显诱导铜锈环棱螺肝胰脏HSP70
的表达,HSP70具有较高的敏感性。在高含量Cd胁迫下,HSP70的表达水平在暴露中期达到最大值,在暴露后

期则显著降低(p<0.05),提示在高含量Cd胁迫下肝胰脏细胞已经遭受一定程度的损伤,肝胰脏细胞的应激能

力大大减弱,不能有效地诱导HSP70表达。
已有的研究证实很多有机化合物对生物组织细胞HSP70具有诱导作用。Vijayan等人[30]的研究指出,亚致

死含量的多环芳烃能够显著诱导虹鳟肝脏HSP70的表达;Hassanein等人[31]发现尼罗罗非鱼(Tilapianilotica)
受到杀虫剂复禄芬暴露后HSP70表达水平显著升高;沈骅等人[30]的研究显示鲫鱼(Carassiusauratus)在低含

量2-硝基-4′-羟基二苯胺胁迫下其鳃组织 HSP70的表达水平呈现时间依赖性升高。但这些研究并没有指出剂

量-效应关系,无法判断这些水生生物受到有机化学品胁迫时 HSP70的响应敏感性。本研究表明,不同BDE-47
含量处理组HSP70的表达水平随暴露时间的延长总体上表现为先升后降的变化趋势,高BDE-47含量组的

HSP70表达水平在暴露后3d即达到最大值,而低、中BDE-47含量组的HSP70表达水平在暴露后10d才达到

最大值。这提示相对低BDE-47含量短期胁迫不能引起铜锈环棱螺肝胰脏细胞迅速产生应激反应,但在高BDE-
47含量短期胁迫下,HSP70则显示出较好的敏感性;低BDE-47含量长期胁迫才可激发细胞的应激反应,引起

HSP70表达水平显著升高。本研究还显示,不同BDE-47处理组在长期(10~21d)后HSP70表达水平与对照组

相比均显著降低,提示在长期胁迫下不同含量的BDE-47均可导致铜锈环棱螺肝胰脏细胞受损,HSP70表达受

阻,应激能力减弱。
总之,铜锈环棱螺受到Cd和BDE-47污染沉积物胁迫后,肝胰脏HSP70的表达表现出明显的时间或含量效

应关系。HSP70在Cd低含量短期胁迫下具有较好的敏感性。而 HSP70对BDE-47低含量短期胁迫表现不敏

感。但低含量Cd和BDE-47长时间胁迫下,HSP70均具有较好的指示作用。
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AnimalSciences

ResponseSensitivityofHSP70inBellamyaaeruginosaExposedtoCadmiumandBDE-47

MATaowu1,WANGMeng1,PENGJinying1,HEXingbing1,WULingling2,LONGYi1,LIUShanshan1

(1.CollegeofBiologyandEnvironmentalSciences,JishouUniversity,JishouHunan416000;

2.CollegeofEnvironmentalScienceandEngineering,TongjiUniversity,Shanghai200092,China)

Abstract:Theexpressionlevelsofhepatopancreaticheatshockprotein70(HSP70)inBellamyaaeruginosaexposedtoCd-and
BDE-47-contaminatedsediments,respectively,throughsedimenttoxicitybioassaytorevealthetime-anddose-effectrelationships
betweenCd/BDE-47exposureandHSP70expression,andtofurtherexplorethesensitivityofHSP70asabiomarkerindicatingthe
earlydamageofpersistenttoxicsubstancestoB.aeruginosa.TheresultsindicatedthathepatopancreaticHSP70expressioninB.
aeruginosaafterexposuretoCd-orBDE-47-spikedsedimentswithvariouscontentsshoweddistincttime-anddose-dependenteffect
relationships.Inthecaseofshort-term(0~10d)Cdexposure,HSP70expressionlevelsshowedsignificantincreaseinadose-de-
pendentmanner;butwithinrelativelylong-term(10~21d)Cdexposurestage,HSP70expressionlevelsdisplayedatrendoffirst
increaseandthendecreasewithincreasingCdcontent.Cdexposurewithlowcontent(5μg·g-1)causedatime-dependentincrease
ofHSP70expression,andCdexposurewithmediumandhighcontents(25and100μg·g-1)ledtoinitialincreaseandsubsequent
decreaseofHSP70expressionwithprolongedexposureduration.Onthewhole,HSP70expressionlevelsinallBDE-47treatment

groupsshowedfirstincreaseandthendecreasewithprolongedexposureduration.Inthecaseofshort-term(0~10d)BDE-47expo-
surewithlowandmediumcontents(160and640ng·g-1),HSP70expressionlevelsdidnotshowsignificantdifferencescompared
withthatofthecontrols,however,afterrelativelylong-term(10~21d)BDE-47exposure,HSP70expressionlevelsdecreasedsig-
nificantly.Comparatively,HSP70showedrelativelygoodsensitivityrespondingtoshort-termexposure(<10d)withlowCdcon-
tent(5μg·g-1),butindicatedinsensitivityrespondingtoshort-termexposurewithlowBDE-47content(160ng·g-1).Under
long-term(10~21d)CdorBDE-47exposurewithlowcontents,HSP70canbeusedasagoodbiomarker.
Keywords:Cd;BDE-47;Bellamyaaeruginosa;hepatopancreas;sediment;HSP70;ecotoxicity;biomarker
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