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摘 要：用聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）电泳法研究了镉对大弹涂鱼血细胞的乳酸脱氢酶（LDH）、过氧化物酶

（P0D）和超氧化物歧化酶（S0D）表达的影响。结果表明，在急性中毒条件下，和空白对照组相比，25、50 和

75mg / L 三个处理组均有特异性酶带出现，各种酶活性也有显著变化。探讨了急性镉中毒对大弹涂鱼血细胞

同工酶表达的影响，以及大弹涂鱼血细胞的同工酶标记用做海洋环境生态毒理学指标的可行性。
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Influence of cadmium on the e/pression of iso3ymes in blood cells of
!o#eo%&’&a#)us %ec’iniros’ris in the situation of acute to/icosis

HUANG Fu-yong，LI Ming-yun，ZHU Jun-quan，QIAN Li-Jun，ZHANG Chun-dan，LU Sun-Jie
（Faculty of Life Science and Biotechnology，Ningbo University，Ningbo 315211，China）

Abstract：By method of polyarylamide gel eleCtrophoresis，effeCt of Cadmium on the patterns of three isozymes
（LDH，P0D and S0D）in blood Cells of Boleophthalmus pectinirostris was revealed for the first time. The results
showed that all the three ConCentration groups indiCate differential patterns of the LDH，P0D and S0D isozymes in
the situation of aCute toxiCosis . And the aCtivities of three isozymes showed signifiCant variety . The influenCe of
Cadmium on the expression of isozymes in blood Cells of Boleophthalmus pectinirostris and the feasibility of using
isozymes markers as marine eCotoxiCology indiCators were disCussed.
Key words：Cadmium；Boleophthalmus pectinirostris；blood Cells；isozymes；eCotoxiCology indiCators

大弹涂鱼（Boleophthalmus pectinirostris）隶属于鲈形目， 虎鱼亚目、弹涂鱼科，大弹涂鱼属。大弹涂

鱼为沿岸暖水两栖鱼类，广泛分布于我国的浙江、江苏、福建、广东以及台湾沿海等地，具有食物链短，易

于养活等特点［1］，且体内生理学多项指标对环境污染物敏感［2 - 4］，可以用于海洋环境监测，尤其在近岸

养殖水体环境监测方面能够起到重要作用。镉是一种蓄积性元素，对动物可以造成直接中毒和潜在中

毒，研究资料表明，海洋环境中重金属镉污染具有逐渐加大的趋势［5］。本工作就镉对大弹涂鱼血液同工

酶表达的影响进行了研究，以探讨应用大弹涂鱼血液同工酶表达作为生态毒理学标记监测海洋环境污

染的可行性。
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1 材料与方法

1.1 实验材料

采用野生大弹涂鱼，捕自浙江宁波镇海沿海，体长 10 . 8 ~ 13 . 5Cm，体重 8 . 4 ~ 11 . 8g。大弹涂鱼暂养

10d 后进行急性中毒实验。试验在 40Cm × 30Cm × 15Cm 的塑料箱内进行，分四组，一个对照组，三个处理

组。将氯化镉（CdCl2·2 .5H20）分析纯配成 Cd2 + 浓度为 25、50 和 75mg / L 的三个浓度级，每天换水一次，

水温保持 20 士 2℃，pH7.73，盐度为 17 .65 ~ 18 .30，各箱不间断充气，每组放 10 尾大弹涂鱼，试验期间不

投饵。待最高浓度组大弹涂鱼死亡达 50%（约处理后 45h）时中止实验，取样。离心管内装 8U / mL 的肝

素钠 1mL，断尾取血法取血，每个试验组取 5 条鱼，装入离心管，摇匀，8000r / min 离心 20min，将下沉血细

胞置研钵加重蒸水 600!L，4℃冰浴匀浆，移入离心管，14 000r / min 离心 15min，取上清液，按 2 ： 1 的比例

加入 40%甘油和 0 .1%溴酚蓝指示剂，用于电泳分析。

1.2 电泳、染色

同工酶电泳采用聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）电泳法，分离胶浓度为 6 . 7%，浓缩胶浓度为 2 . 5%，电极

缓冲液为 Tris-甘氨酸，TG，pH = 8.3；采用 DYY - 2C 型稳压稳流电泳仪，DYCZ-24D 型垂直板电泳槽，均

产自北京六一仪器厂；用 25!L 微量进样器点样，每孔点样量为 15!L，点样后将电泳槽移至 4℃冰箱中进

行电泳。电泳时，指示剂在浓缩胶内时用 150V 电压，当指示剂完全进入分离胶后，将电压升高到 180V，

总电泳时间约 4h。

凝胶的制备参照文献［6］，凝胶染色参照文献［7，8］。

1.3 结果记录与酶谱分析

凝胶用 7%醋酸溶液脱色固定后，利用 FR 复日紫外 /可见光分析生物凝胶成像系统观察、拍照，对

凝胶测量后按酶带迁移率手工记录。各位点命名以各酶谱的相对 !f 迁移率由小到大依次命名，即向阳

极运动的酶谱带开始依次命名为 1 ，2 ，3⋯⋯，!f = 1 / L，1 为阴极端至各谱带中点的距离，L 为阴极端至

指示剂终点的距离。

2 结果

2.1 乳酸脱氢酶（LDH，E.C. 1 .1 .1 .27）

急性镉中毒大弹涂鱼血细胞乳酸脱氢酶表达的电泳图谱如图 1 所示，对照组大弹涂鱼表现为两条

酶带，LDH-1 和 LDH-2 活性均较弱；在 25mg / L、50 mg / L 组和 70 mg / L 组（以下分别简称为低浓度组、中

浓度组和高浓度组），LDH-1 消失，LDH-2 活性逐渐增强。

图 1 急性镉中毒大弹涂鱼血细胞乳酸脱氢酶表达的电泳图谱

Fig.1 Patterns of the influenCe of Cadmium on the expression of LDH isozyme in blood Cells of
B . pectinirostris in the situation of aCute toxiCosis

注：1 . 对照组；2. 25mg / L 组；3. 50mg / L 组；4. 75mg / L 组
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2.2 过氧化物酶（P0D，E.C. 1 .11 .1 .7）

急性镉中毒大弹涂鱼血细胞过氧化物酶表达的电泳图谱如图 2 所示，在对照组中，只表达 P0D-1 一

条酶带，且只能检测到微弱活性；而在低浓度组无法检测到 P0D 同工酶，说明酶浓度低于检出值；在中

浓度组，检测到 P0D-1 和 P0D-2 两条酶带；在高浓度组，能同时检测到两条酶带，且两条酶带均为超显性

表达。

图 2 急性镉中毒大弹涂鱼血细胞过氧化物酶表达的电泳图谱

Fig.2 Patterns of the influenCe of Cadmium on the expression of P0D isozyme in blood Cells of
B . pectinirostris in the situation of aCute toxiCosis

注：1 . 对照组；2. 25mg / L 组；3. 50mg / L 组；4. 75mg / L 组

2.3 超氧化物歧化酶（S0D，E.C. 1 .15 .1 .1）

急性镉中毒大弹涂鱼血细胞超氧化物歧化酶表达的电泳图谱如图 3 所示，在对照组中，血细胞 S0D
同工酶表现为 S0D-1、S0D-2 和 S0D-3 三条酶带，活性均较弱，在低浓度组，S0D-1 不表达，活性表现更

低，在中浓度组只有 S0D-3 一条酶带，但酶活性显著增强；在高浓度组，又同时表达 S0D-1、S0D-2 和

S0D-3 三条酶带，且三条酶带活性均显著增强。

图 3 急性镉中毒大弹涂鱼血细胞超氧化物歧化酶表达的电泳图谱

Fig.3 Patterns of the influenCe of Cadmium on the expression of S0D isozyme in blood Cells of
B . pectinirostris in the situation of aCute toxiCosis

注：1 . 对照组；2. 25mg / L 组；3. 50mg / L 组；4. 75mg / L 组

3 讨论

3.1 对大弹涂鱼血细胞同工酶表达的影响

鱼类在镉中毒后，重金属镉能诱发鱼类外周血细胞产生微核［9，10］，会迅速表现出对血细胞的损伤作

用，使红细胞数量急剧变化，进而造成鱼类的缺铁性贫血［11］。当用不同浓度的镉对大弹涂鱼进行相同

时间的急性中毒处理后，三个处理组的同工酶酶带显示出显著不同。

LDH 酶是糖酵解的关键酶，酶活性变化直接影响血液通过糖酵解对能量的获得。大弹涂鱼血细胞

在急性镉中毒后，LDH-1 完全丧失活性，但 LDH-2 活性增强；P0D 酶能利用 H202 氧化供氢体，它对 H202

要求专一而对供氢体要求广泛，能够反映生物体产生和消除自由基的能力以及细胞代谢的强度［12］，对
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照组大弹涂鱼的血细胞中只有 P0D-1 同工酶的微弱表达，在低浓度组，P0D 酶活性消失，但在中、高浓

度组，血液同时有 P0D-1 和 P0D-2 的超显性表达；S0D 是生物体防御氧化损伤的重要酶类，它能催化

0- 2发生歧化反应，生成 H202和 02
［12］，急性镉中毒对大弹涂鱼血细胞的 S0D 同工酶表达的影响也和

P0D 同工酶表达相似。在对照组中，上述同工酶的活性均较弱，表明在正常情况下，组织细胞内的

LDH、P0D 和 S0D 酶只有少量释放在血液中，在低浓度处理组，大弹涂鱼上述同工酶的表达均显著减弱

或消失，而在中、高浓度组，上述三种同工酶活性大幅度增强，酶谱也更加复杂，可能是因为在较高浓度

毒物处理的情况下，机体内部组织已经丧失了有效的调节能力，发生病变导致细胞膜通透性增加，细胞

内部的 LDH、P0D 和 S0D 同工酶开始大量释放进血液。这与赵维信等研究镉对罗氏沼虾组织转氨酶活

性及组织结构的影响的结果相一致［14］。

3.2 大弹涂鱼血细胞同工酶标记作为生态毒理学指标

在生态毒理学研究中，经常采用酶活力等作为生态毒理学指标［15］，它们能够对环境中的污染物产

生灵敏变化，但是在实际环境污染监测时，如果根据酶活力值的变化来推断环境污染物存在与否，仍然

缺乏一个通用的标准，而且温度、pH 值等自然因素也会对酶活力值产生明显影响［16，17］。相比之下，如

果用同工酶技术指示的一些具有特异性的酶带来定性地指示环境中的污染物，从方法上来说更加简单

有效。如在本试验中，当大弹涂鱼急性镉中毒时，血细胞的 LDH-1 酶带消失；P0D 酶谱先是 P0D-1 消

失，在中、高浓度组又会多出 P0D-2 和 P0D-3 酶带；S0D 酶带先是 S0D-1 消失，在中浓度组 S0D-1 和

S0D-2 消失，在高浓度组虽然同时存在三条酶带，但均是超显性表达，和对照组相比，仍然表现出显著差

异。因此，应用同工酶标记作为生态毒理学指标监测环境污染，具有深入研究的价值。另一方面，动物

的同工酶酶谱也随着个体发育产生变化［18］，在患病状态下，酶谱也会产生变化［19，20］，在实际应用时必须

考虑到这些因素的干扰作用。本试验是在 Cd2 + 浓度较高的条件下完成的，在水体中 Cd2 + 浓度较低时，

是否同工酶酶谱仍然显示显著变化或者出现特异性酶带，值得我们深入研究。
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