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摘要 以鲫鱼 Χαρασσιυσ αυρατυσ作为实验对象 经过 不同浓度铜≤∏  及其配合物≤∏2∞⁄× 的暴露后 运用 ≥⁄≥2

°∞和 •  方法检测鱼脑组织内应激蛋白 ≥°的诱导表达情况 结果表明 在实验浓度下 与对照组相比 

≤∏ 和 ≤∏2∞⁄× 对鱼脑内 ≥°有显著的诱导 π  1 而将 ≤∏ 和 ≤∏2∞⁄×  实验组相对比 络合剂 ∞⁄×  一定程度

上改变了 ≤∏的生物可利用性 从而降低了其毒性 实验还发现 ≤∏ 浓度在国家渔业水质标准 1下时 鱼脑组织内

≥°已经有明显的表达 说明运用分子生物学指标要比传统的环境监测指标更敏感 具有对污染物早期预警的作用 
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  应激蛋白≥ ° ≥°是所有

生物细胞在受到如热源 !病原体 !物理化学因素如重

金属 !有机污染物 !紫外线辐射等应激原刺激后 发

生应激反应使生物体原有的一些蛋白质的合成受到

抑制 并产生的一类特殊的蛋白质 它们的产生可以

提高细胞的耐受性 对生物细胞具有保护修复的作

用≈   由于 ≥°在生物体内含量最多 在细胞

应激后表达量最大 因此对其研究最为广泛深入 近

年来研究发现 应激蛋白可以作为一种生物标志物

应用于分子生态毒理研究中 而且要比

传统的生长和繁殖等生物学指标要敏感≈   

近几年国内外科研工作者已经进行了相关的研

究 胡炜等人在用 ≤∏  ! 诱导稀有 鲫应激蛋

白的研究中发现 经 亚慢性暴露后 以生长为测

试指标 ≤∏  ! 的最低可观察效应浓度∞≤

分别是 1和 1无可观察效应浓度

∞≤分别为 1和 1但是经

1和 1的 ≤∏ 胁迫暴露后受试鱼

体被诱导出 的特异应激蛋白 同样经过

1的   的 慢性胁迫后分别诱导出

的特异性应激蛋白≈ 最近国

外科学家已经建立了一种方法 利用土壤线虫的

≥°作为生物标志物 运用转基因技术和分子生

物学手段来实现对土壤生态系统污染的监测≈ 实
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验证明在镉的土壤溶液浓度为  ∗ 时就诱

导土壤线虫体内 ≥°的表达 而同样条件下 ≤

指标却为 因此 土壤生态系统中的无脊柱

动物如线虫等正广泛地被应用于检测受污染的土壤

样品 以上数据表明应激蛋白能够反映生物体所受

环境的胁迫效应 而且比传统的生长指标更为敏感 

本文研究了在长期和低浓度条件下 鲫鱼受 ≤∏ 和

≤∏2∞⁄× 的慢性胁迫后 脑内应激蛋白 ≥°的

反应性 并探讨了 ≥°作为重金属 ≤∏污染的生

物标志物的可行性 

1  材料与方法

1 1  实验仪器

主要仪器 ° • ∞ °≤2蛋白电泳系统美

国 2 ⁄公司 ≥   高速冷冻离心机

德国 ≥   公司  ≥2分光光

度仪德国 ∞°°∞⁄  ƒ 公司 半干式电转印仪

瑞典   °公司 运用 ×∞±

程序计算有机配体 ∞⁄×  存在时 使 ≤∏2∞⁄×  浓

度为  以上 根据计算结果 用 ≤∏≤美国 ≥2

 公司提供配制实验用储备液 

1 2  实验试剂

主要试剂 一抗为小鼠抗人 ≥°单克隆抗体

加拿大 ≥×  ∞≥≥∞公司提供 二抗为辣根

过氧化物标记的羊抗鼠 美国 ≥公司提

供 °∂ ⁄ƒ 膜瑞典   °公司提

供 实验所用生化试剂 分析纯均由美国

   ∞≥≤ 公司和德国 ≥  公司提供 

1 3  实验生物

采用健康的幼龄鲫鱼作为实验生物由南京市

水产研究所禄口养殖基地提供 平均体长为  

体重为 1养鱼用水为经过空气泵曝气 的自

来水 实验前将鱼驯养 控制死亡率小于   1

1 4  实验方法

选取健康的无体表损伤的幼龄鲫鱼作为实验用

鱼 实验分为 组 组为对照组 组为 ≤∏ 实验

组 为 ≤∏2∞⁄×  实验组 实验采用 的玻璃

缸  两实验组每组 缸 盛水 浓度分别为

11 1 1 

1 每缸放鱼  尾 每天更换原溶液 

次 喂饵 次 实验期间连续进行空气泵充气 暴露

后取样 每浓度组取样 尾 冲洗后擦干 称重 

解剖 取出鲫鱼脑组织 迅速放入预冷的玻璃匀浆

器 加入事先配制的预冷的蛋白抽提液  

≤ 1    2  1

°  ≥ƒ≈ 进行蛋白抽提 整个操作过程必须在冰

浴中进行 控制温度在  ε 以下 随后将匀浆液移入

1的离心管 在  ε 下以 转速离心

将所得上清液冷冻保存在   ε 下待用≈ 

在进行 ≥⁄≥2°∞ 蛋白质电泳和 • 

之前 采用  ⁄ƒ  ⁄法 进行蛋

白含量的测定≈ 根据分子克隆实验指南第三

版≈进行 ≥⁄≥2°∞蛋白质电泳和 •  2

进行操作 ≥⁄≥2°∞电泳采用浓缩胶为   

分离胶采用   电泳缓冲液采用 ×2甘氨酸

 1的电泳体系 •  免疫印记实验

的一抗采用 Β的稀释比 二抗采用 Β的稀

释比 ≥⁄≥2°∞电泳过后 立即使用半干式电转移

系统将凝胶上的蛋白质转移到 °∂ ⁄ƒ 膜上 随后进

行 •  免疫印记 所得结果用英国

 ∂ °数码凝胶分析系统分析灰度 计算实验各组相

对灰度值实验组灰度值对照组灰度值 并用

≥°≥≥ 1 软件进行单因素方差分析 

π  1时具有显著性差异 

2  结果与讨论

动物脑组织内的神经元 神经胶质细胞和星形

胶质细胞在受到外界因素应激时都能诱导产生应激

蛋白 而且一旦受到胁迫 诱导表达非常明显 已有

研究发现 鲤鱼在浓度为 的醋酸铵中暴露

后 鱼脑组织各部分都出现明显的 ≥° 诱

导≈ 

2 1  ≤∏ 对鲫鱼脑组织 ≥°的诱导表达

由图 的 ≥⁄≥2°∞蛋白电泳图可知 在分子

量为处图 箭头所指处 各实验浓度组 

相对于对照组有明显的蛋白表达 进一步进行

≥°的 •  检测每个泳道总蛋白为

Λ 结果表明该 蛋白为 ≥° 由图 和

图 可以看出 与对照组相比 实验组鱼脑组织应激

蛋白 ≥°均有显著的诱导表达 π  1 尤其

是 11 和 1 的高浓度

实验组表达尤为明显 可见金属 ≤∏ 对鲫鱼脑组织

可能产生了不同程度的损伤 并且随着浓度的增加

损伤程度加剧 在浓度小于 1时 ≥°

的表达趋于稳定 但仍然高于对照组 说明在低浓度

暴露时 ≤∏ 已经对鲫鱼脑组织产生影响 

2 2  ≤∏2∞⁄×  对鲫鱼脑组织 ≥°的诱导表达

由图 的 ≥⁄≥2°∞蛋白电泳图可知 在分子
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图中  为标准蛋白 从上到下依次为 11

≤ 为对照组     表示铜浓度依次为 1 

1 1 1 1  

图 1  Χυ暴露下鱼脑 ΗΣΠ70 Σ∆Σ2ΠΑΓΕ

ƒ  ≥⁄≥2°∞  ¬ ≤∏ 

图 2  Χυ暴露下鱼脑 ΗΣΠ70 Ωεστερν Βλοττινγ

ƒ  •   ≥°   ¬ ≤∏ 

量为 处图  箭头所指处 各实验浓度组相

对于对照组也有明显的蛋白表达 ≥°的 • 2

 检测每个泳道总蛋白为 Λ结果表

明该 蛋白为 ≥° 由图 和图 可知 和

对照组相比 在实验浓度范围内 ≤∏2∞⁄×  配合物

对鱼脑组织应激蛋白均有明显的诱导表达 其中实

验组暴露浓度为 11 和 1

的表达较为显著 π  1 从图 可以清楚

看出 添加配体后 ≥°的相对表达量要比不添加

配体的实验组低得多 而且在暴露浓度小于

1时表达量开始趋于稳定 和未添加∞⁄× 

配体时趋势相同 但在浓度为 1时 添加

∞⁄× 的实验组与对照组相比 表达量没有显著差

异 π  1 由此可见 配体 ∞⁄× 的加入可能改

变了金属 ≤∏ 的生物可利用性 从而降低了其对水

生生物的毒性 

3  结论

上述研究结果表明 应激蛋白 ≥°可考虑作

为重金属 ≤∏污染的一种生物标志物 根据国家渔

业水质标准 铜的浓度应小于 1然而 本

        

图中  !≤ 和  ! ! ! !的含义同图 

图 3  Χυ2Ε∆ΤΑ暴露下鱼脑 ΗΣΠ70Σ∆Σ2ΠΑΓΕ

ƒ  ≥⁄≥2°∞  ¬ ≤∏2∞⁄× 

图 4  Χυ2Ε∆ΤΑ暴露下鱼脑 ΗΣΠ70 Ωεστερν Βλοττινγ

ƒ  •   ≥°   ¬

 ≤∏2∞⁄×  ¬

图 5  Χυ和 Χυ2Ε∆ΤΑ暴露下鱼脑 ΗΣΠ70 相对灰度值

ƒ   √  √∏ ≥°  

¬ ≤∏≤∏2∞⁄×  ¬

实 验 发 现 在 ≤∏  浓 度 为 1 和

1时 和对照组相比 ≥°仍然有显著

的诱导表达 说明水体中低于 1≤∏ 的长

期暴露仍然会对鱼类产生一定的损伤 也就是说 在

低浓度时污染物可能不会马上对鱼体内的脏器产生

明显的病理性损伤 在短期内不会影响鱼生长代谢

和造成个体的死亡 但是 ≥°的诱导表达明确反

映了机体受到外界污染应激因素的胁迫 长时间的

这种胁迫必将造成机体脏器组织的病变损伤 影响

正常的生长代谢 
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鉴于应激蛋白存在于一切生物体中 从微小的

细菌到高等动物的人类分布极其普遍 并且具有高

度的保守性 将其作为环境生物指标运用于不同类

别的生物 可以避免传统的环境监测指标由于不同

生物物种和环境因素的差异而引起的变异 因此可

以将实验室的低等生物实验结果应用于高等动物甚

至人类 另外 将应激蛋白作为环境生态毒理学指

标 有助于研究环境中不同污染物的微观作用机理 

了解污染物作用的靶器官靶位点 因此 应激蛋白作

为一种早期预警生物标志物的研究 必将在生态毒

理研究和生态风险评价中发挥巨大作用 
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