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摘要:【目的】评估水体中汞镉联合暴露对斑马鱼性腺组织学和抗氧化酶基因表达的影响。【方法】设置3个组,对照组中

Hg2+和Cd2+质量浓度均为0,其余两组中 Hg2+ 和Cd2+ 质量浓度分别为5,50μg·L-1(低剂量联合暴露组)及15,

150μg·L-1(高剂量联合暴露组);以此暴露成年斑马鱼21d,取性腺进行组织学观察及抗氧化酶基因表达分析。【结果】

与对照组对应指标相比:1)汞镉联合暴露对雌鱼和雄鱼的体质量、成活率及雌鱼的性腺成熟系数(GSI)无明显影响,但导

致雄鱼的GSI明显降低;2)汞镉联合暴露导致卵巢和精巢组织结构出现明显的病理损伤;3)高剂量汞镉联合暴露上调了

卵巢中sod1 和gstr基因的表达水平,但下调了cat1 基因的表达水平;4)高剂量汞镉联合暴露上调了精巢中sod1 和gpxla
基因的表达水平,但对cat1 和gstr基因的表达水平无统计学意义上的影响。【结论】汞镉联合暴露可诱导斑马鱼精巢和

卵巢组织学损伤和氧化应激,而抗氧化系统发挥了重要的保护作用。
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近些年来,随着工农业的迅速发展,大量含重金属的废水被排入水环境中,导致水体重金属污染问题日益突

出,给鱼类的生存发展和人体健康构成了巨大威胁[1-2]。汞和镉均为生物体非必需、难降解、易富集并具有“三
致”作用的重金属[3],已被列入中国《“十三五”生态环境保护规划》重点防控的污染物名录。研究发现,汞和镉不

仅能在鱼类的鳃、肝脏、肾等组织蓄积,也能进入鱼类的性腺并积累,进而损伤性腺发育和生殖功能[4-5]。然而,
目前的研究仅关注汞或镉单独暴露对鱼类性腺发育及生殖功能的影响[6-7],但水环境中汞和镉往往同时存在,因
此有必要研究汞和镉联合暴露对鱼类的生殖毒性。

氧化应激是指细胞内活性氧(ROS)水平升高而导致的抗氧化防御功能失调。鱼类暴露于重金属污染物中

会产生氧化应激,这是重金属发挥毒性效应的重要机制之一[8-10]。ROS是自由基的一种,它的少量存在对生物

体有积极作用,但过多时会损伤细胞中的脂质、蛋白质及DNA,进而引起细胞凋亡或死亡,导致疾病发生[11-12]。
为了清除体内过多ROS,生物体发展了自我保护系统———抗氧化系统,而抗氧化酶是该系统的重要组成部分,包
括超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)、谷胱甘肽硫转移酶(GST)等[13-14]。
尽管有研究报道了汞或镉暴露对这些抗氧化酶活性的影响[15-16],但其中的分子机制尚不完全清楚。

斑马鱼(Daniorerio)是一种产量大、饲养简单的小型热带鱼,已成为毒理学研究的模式生物[17]。本研究用

不同剂量的汞镉联合暴露成年斑马鱼21d,分析它们对性腺组织学结构和抗氧化酶基因表达水平的影响,初步

探讨了汞镉联合暴露对鱼类的生殖毒性效应及毒理机制,以期为水体重金属污染的风险评价提供科学依据。

1材料与方法

1.1材料

1.1.1实验对象 成年斑马鱼(AB系,120d龄)购自国家斑马鱼资源中心。

1.1.2实验试剂 氯化汞、氯化镉及其他化学试剂均为分析纯,购自国药集团化学试剂有限公司;RNAisoPlus,
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PrimeScript誖RTReagentKit和SYBRPremixExTaqTM等分子生物学试剂均购自TaKaRa公司。

1.1.3实验仪器 切片机和光学显微镜购自 Nikon公司;NanodropND-2000分光光度计购自Thermo公司;

CFX96实时定量PCR仪和凝胶成像系统购自Bio-Rad公司;离心机购自Eppendorf公司。

1.2方法

1.2.1实验鱼暴露处理及取样 将实验鱼置于室内循环水养殖系统中暂养14d,饲养水温控制在28℃左右,光
周期为14h光照∶10h黑暗。

实验开始时,选取大小一致的健康雌鱼和雄鱼各72尾,其中雌鱼平均体质量为(0.80±0.05)g,雄鱼平均体

质量为(0.48±0.02)g,将它们放入18个缸中且雌鱼和雄鱼分开,每缸8尾实验鱼。设置3个处理组,每组设3
个平行,每缸盛水20L。其中,对照组不加入已配好的氯化汞和氯化镉母液,Hg2+和Cd2+质量浓度均为0;低剂

量联合暴露组中Hg2+和Cd2+质量浓度分别为5和50μg·L-1;高剂量联合暴露组中Hg2+和Cd2+质量浓度分

别为15和150μg·L-1。两个汞镉联合暴露组中Hg2+和Cd2+的质量浓度设置参考相关研究报道[18-20]。
实验期间,每日向所有处理组定时投喂3次商业饲料,日投喂量为鱼体质量的3%,每日换掉缸内50%体积

的水,并补充氯化汞和氯化镉母液,使缸中Hg2+和Cd2+的质量浓度维持设定值。
汞镉联合暴露21d后取材。首先,对各缸鱼进行计数以获得成活率。然后,将实验鱼麻醉并测定体质量,解

剖取出卵巢或精巢并测定质量,以计算性腺成熟系数(GSI,性腺质量与体质量的比值)。将取出的卵巢和精巢样

品分成两份:一份置于Bouin’s试液中固定24h,用于组织学分析;另一份置于EP管中,液氮速冻后保存在-80℃
冰箱用于基因表达检测。

表1 qPCR引物

Tab.1 PrimersusedforqPCR

基因名称 引物序列 Genbank序列号

cat1

sod1

gpx1a

gstr

ef1α

F:5′-CAAGGTCTGGTCCCATAAA-3′

R:5′-TGACTGGTAGTTGGAGGTAA-3′

F:5′-GTCCGCACTTCAACCCTCA-3′

R:5′-TCCTCATTGCCACCCTTCC-3′

F:5′-AGGCACAACAGTCAGGGATT-3′

R:5′-CAGGAACGCAAACAGAGGG-3′

F:5′-CCAACATTCAAGCACGGAG-3′

R:5′-GCACAAGCCAATCATAAAAGG-3′

F:5′-GATCACTGGTACTTCTCAGGCTGA-3′

R:5′-GGTGAAAGCCAGGAGGGC-3′

 BC051626

 BC055516

 BC083461

 NM001045060

 FJ915061

1.2.2组织学分析 组织学分析参照Zhang等人[6]的方法。将固定后的样品经脱水、透明后,进行石蜡包埋。将

包埋材料切成厚度为5μm的薄片,用HE染色后观察并拍照。

1.2.3基因表达分析 基因的表达水平采用荧光定量PCR(qPCR)方法检测。使用RNAisoPlus从样品中提取

总RNA,具体步骤按说明书进行。经NanodropND-2000分光光度计检测总RNA的浓度和OD260/OD280后,
取1μg总RNA用PrimeScript誖RT试剂盒进行逆转录。qPCR在CFX96实时定量PCR仪上进行,反应体系为

10μL,包含SYBRPremixExTaqTM5μL,10μmol·L-1正反向引物各0.4μL,10倍稀释的cDNA模板1μL,
以及RNase-freeH2O3.2μL。引物序列见表1。qPCR的扩增条件为:95℃预变性30s;95℃变性5s;60℃退

火 30s,72 ℃ 延 伸

30s,40 个 循 环。选

取ef1α 作 为 内 参 基

因,目的基因与ef1α
的 相 对 表 达 水 平 用

2-ΔΔCt公式计算。

1.3统计分析

实验 数 据 用“平
均值±标准差”表示。
用SPSS17.0软件进

行单因素方差分析和

Tukey多 重 比 较;当

p<0.05时,分析结果

具有统计学意义。柱

形图用GraphPadPrism6软件绘制。

2结果

2.1体质量、成活率及GSI
图1显示:两个汞镉联合暴露组雌雄实验鱼的体质量、成活率以及雌鱼的GSI与对照组的这3个指标相比

都不具有统计学意义上的差异;两个汞镉联合暴露组雄鱼的GSI均低于对照组雄鱼的GSI,差异具有统计学意

义(p<0.05)。
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    a 体质量                b 成活率                c GSI

  注:不同字母表示不同处理组间数据差异具有统计学意义(p<0.05),下同。

图1 汞镉联合暴露对成年斑马鱼体质量、成活率及GSI的影响

Fig.1 EffectsofcombinedexposuretoHgandCdonbodyweight,survivalrate,andGSIinadultzebrafish

2.2卵巢和精巢的组织学观察

在对照组卵巢中可见不同发育时期的卵母细胞,它们的数量及形态结构均表现正常(封二彩图2a);在两个

汞镉联合暴露组卵巢中,出现了卵母细胞膜与滤泡细胞层分离的现象(封二彩图2b-c)。在对照组精巢中,可见

精小管数量多,且精小管内充满了精原细胞和大量的次级精母细胞及精子(封二彩图2d);在两个汞镉联合暴露

组精巢中,均可观察到精子数量减少、无序排列、空腔出现、早期生殖细胞增多等现象;而且,上述损伤随着水体

中汞镉质量浓度的升高有加重的趋势(封二彩图2e-f)。

2.3抗氧化酶基因表达水平

图3a显示:高剂量联合暴露组卵巢中sod1 和gstr基因的表达水平较对照组卵巢中这两个基因的表达水平

有所上调,但前者cat1 基因表达水平较后者有所下调,上述比较结果均具有统计学意义(p<0.05)。此外,3个

处理组的gpxla基因表达水平没有统计学意义上的差异。图3b显示:高剂量联合暴露组精巢中sod1 和gpxla
基因的表达水平均较对照组精巢中这两个基因的表达水平有所上调,且差异均具有统计学意义(p<0.05)。而3
个处理组的cat1 和gstr基因表达水平的差异无统计学意义。

     
               基因                                基因

 a 卵巢抗氧化酶基因表达                       b 精巢抗氧化酶基因表达

图3 汞镉联合暴露对成年斑马鱼卵巢和精巢组织学的影响

Fig.3 EffectsofcombinedexposuretoHgandCdonhistologyoftheovaryandtestisinadultzebrafish

3讨论与结论

本研究中,汞镉联合暴露对斑马鱼的体质量和成活率均无统计学意义上的影响,这可能与实验鱼已经成年、
暴露时间较短、汞镉暴露的质量浓度相对较低等因素有关。相似地,Zhang等人[6]发现,成年斑马鱼在汞暴露

30d后,体质量和成活率也均无统计学意义上的变化。此外,尽管本研究中雌鱼的GSI无统计学意义上的变化,
但两个汞镉联合暴露组雄鱼的GSI相比于对照组雄的鱼GSI均有统计学意义上的降低(p<0.05)———这一方面

表明斑马鱼雄鱼对汞与镉的毒性反应较雌鱼更敏感,另一方面也暗示汞镉联合暴露可能损伤了斑马鱼的精巢发
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育和精子发生。
本研究还观察到汞镉联合暴露导致了斑马鱼成鱼性腺的组织学病变。两个汞镉联合暴露组卵巢中均出现

了卵母细胞膜与滤泡细胞层分离的现象,这与斑马鱼汞单独暴露后观察到的结果一致[6]。已有研究表明,汞或

镉暴露能够引起鱼类卵巢的组织学病变,进而可能导致卵巢发育迟缓甚至影响排卵和受精过程[21-22]。在进行汞

镉联合暴露后,还可观察到实验鱼精巢中精子数量减少、无序排列、空腔出现、早期生殖细胞增多等变化,这与

Liao等人[4]在用甲基汞处理青鳉(Oryziaslatipes)后所观察到的现象一致。这些变化可能导致精子发生障碍。
此外,本研究还发现实验鱼精巢和卵巢的组织损伤均随水体中汞和镉质量浓度的升高而加重,从而反映了组织

损伤的剂量依赖性。
重金属污染会导致鱼体产生过多的ROS,如超氧阴离子和过氧化氢等,进而引起鱼体氧化损伤[23]。SOD是

抗氧化防御系统的第一道防线,它使超氧阴离子发生歧化反应转化为过氧化氢和氧分子,而过氧化氢又在CAT
和GPX的作用下转化为水和氧分子[24-25]。所以SOD,CAT和GPX具有清除ROS并使鱼体免受氧化损伤的作

用。本研究中高剂量联合暴露组卵巢和精巢的sod1 基因表达水平较对照组性腺的sod1 基因表达水平而言均有

统计学意义上的上调(p<0.05);这可能是因为该处理组的汞和镉的质量浓度较高,导致机体产生了过多的超氧

阴离子,从而诱导了sod1 基因表达明显上调以清除多余的超氧阴离子。本研究的这一结果与Zhang等人[6]的

研究结果较为相似。有研究表明,CAT和GPX能共同作用清除过氧化氢[26]。在本研究中,高剂量联合暴露组

卵巢cat1 基因表达水平与对照组该项指标相比有统计学意义上的降低(p<0.05),且gpxla基因表达水平的变

化也有类似的下降趋势,但差异不具有统计学意义。这可能反映了在高质量浓度汞和镉暴露下,实验鱼卵巢内

产生了过多的过氧化氢并超出了机体的清除能力,从而抑制了相关基因的表达。有趣的是,在高剂量联合暴露

组的精巢中,gpxla基因表达水平较对照组该项指标有统计学意义的上调(p<0.05),而cat1 基因表达水平在各

组间均无统计学意义上的差异。这可能暗示在雄性斑马鱼精巢中主要由 GPX而非CAT来清除过氧化氢。

GST具有解毒和抑制脂质过氧化作用,gstr基因则是鱼类特有的GST同工酶基因[27]。在本研究中,与对照组

相比,高剂量联合暴露组卵巢gstr基因表达水平具有统计学意义的上调(p<0.05)。这暗示机体可能通过加强

gstr基因表达来产生更多的GST,以便清除积累的自由基。然而,本研究的3个处理组精巢的gstr基因表达水

平尽管无统计学意义上的差异,但随着汞和镉质量浓度上升,该基因的表达水平有下降的趋势。这可能是由于

过量的自由基产生抑制了该酶的活性。综合以上研究结果,本研究推测,汞镉联合暴露诱导了斑马鱼成鱼性腺

中ROS的产生,而抗氧化系统在清除ROS方面则发挥了重要作用。
总之,本研究表明,汞镉联合暴露21d能引起成年斑马鱼性腺组织学损伤和氧化应激,而抗氧化系统发挥了

重要的保护作用。同时,汞镉联合暴露对斑马鱼性腺的影响表现出一定性别差异性。
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AnimalSciences

EffectsofCombinedExposuretoMercuryandCadmiumonHistologyandtheExpressionof
AntioxidativeEnzymeGenesinGonadsofZebrafish

LIANGXiaomin1,ZENGFeng1,ZHANGQunfang1,LIYingwen1,TIANShengjun2,CHENQiliang1

(1.ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,SchoolofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.FisheriesTechnologyExtensionStationofChangshouDistrict,Changshou,Chongqing401220,China)

Abstract:[Purposes]Toassesstheeffectsofcombinedexposureofmercuryandcadmiumonhistologyandtheexpressionofantioxi-
dativeenzymegenesingonadsofzebrafish.[Methods]Adultzebrafishwereexposedto0μg·L-1Hg2++0μg·L-1Cd2+(control

group),5μg·L-1Hg2++50μg·L-1Cd2+(lowdosecombinedexposuregroup)and15μg·L-1Hg2++150μg·L-1Cd2+(high
dosecombinedexposuregroup)for21days,andthengonadsweresampledforhistologicalobservationandanalysisofantioxidant
enzymegeneexpression.[Findings]Comparedwiththecontrolgroup:1)combinedexposuretomercuryandcadmiumhadnosignif-
icanteffectonthebodyweightandsurvivalrateoffemalesandmalesaswellasthegonadosomaticindex(GSI)offemales,while
GSIofmaleswassignificantlydecreased;2)ovariesandtestesincombinedexposuregroupsshowedobviouspathologicallesions;3)

inovaries,highdosecombinationexposureup-regulatedtheexpressionofsod1andgstr,whiledown-regulatedtheexpressionof
cat1;4)inthetests,theexpressionlevelsofsod1andgpxlaweresignificantlyincreasedinthehighdosegroup,whilethemRNA
expressionofcat1andgstrshowednostatisticallysignificantdifferenceamonggroups.[Conclusions]Combinedexposuretomercury
andcadmiumcaninducehistologicaldamageandoxidativestressinthetestisandovaryofzebrafish,andtheantioxidantdefensesys-
templaysanimportantprotectiveroleagainstoxidativedamage.
Keywords:mercury;cadmium;combinedexposure;oxidativestress;histology;antioxidativeenzymegenes;zebrafish
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