
近年来随着工农业的快速发展，我国水域环境的

重金属污染程度日益严重。《2012年中国环境状况公
报》显示，重金属铜是最主要的水体污染物之一，铜超

标在长江、黄河流域以及东海部分渔业水域相对较

重。铜作为一种必需营养元素在水生甲壳动物体内承

担着重要的生理功能，既作为辅助因子调节铜依赖酶

的活性，又是合成血蓝蛋白所必需的[1]。但随着浓度的
增加，铜将直接或间接产生毒性效应，前者是铜与生

物大分子结合，破坏其结构与功能，后者是诱导机体

产生大量的活性氧自由基（Reactive oxygen species，
ROS）[2]。生物在长期的进化过程中已形成了复杂的酶
类和非酶类抗氧化保护系统来消除活性氧，但当活性

氧的产生超过机体的清除能力时，将导致生物大分子

摘 要：克氏原螯虾（Procambarus clarkii）是一种潜在的水质环境污染的指示生物，为研究水体中不同浓度的重金属 Cu2+对其肝胰
腺组织的蛋白质氧化损伤作用，在测得 Cu2+致克氏原螯虾 96 h LC50为 30 mg·L-1后，将螯虾分别暴露于 0、0.5、1.0、3.0、5.0、10.0 mg·
L-1的 Cu2+溶液中，并在暴露 24、48、72、96 h后测定各处理组肝胰腺组织的活性氧自由基（ROS）、总抗氧化能力（T-AOC）、谷胱甘肽
过氧化物酶（GSH-PX）活性、蛋白质羰基（PCO）含量以及 DNA-蛋白质交联（DPC）系数。结果表明，在暴露 24 h时，随着 Cu2+浓度的
升高，ROS、T-AOC和 GSH-PX水平的变化规律相似，均为先上升后下降，PCO含量和 DPC系数随暴露浓度的升高而增加；在暴露
48、72、96 h后，ROS、T-AOC、PCO水平和 DPC系数均表现为先升后降的趋势，GSH-PX活性在染毒 96 h后，随着浓度的升高而下
降。PCO含量的变化具有一定的剂量-效应关系。结果提示，肝胰腺的蛋白质氧化损伤可能是重金属 Cu2+致克氏原螯虾毒性效应的
主要机制之一。
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Abstract：Crayfish Procambarus clarkii is an ideal indicator of freshwater pollution. An experiment was designed to study the effects of Cu2+

on oxidative damages of proteins in hepatopancreas of Procambarus clarkii. The crayfishes were exposed to various concentrations of Cu2+（0,
0.5, 1.0, 3.0, 5.0 and 10.0 mg·L-1）for 96 h. Reactive oxygen species（ROS）, total antioxidant capacity（T-AOC）, glutathione peroxidase
（GSH-PX）, protein carbonyl（PCO）content, and DNA-protein crosslinking（DPC）in the hepatopancreas tissues were determined at 24,
48, 72 and 96 h, respectively. ROS contents, T-AOC activity and DPC rates increased at lower, but decreased at higher concentrations of
Cu2+ after exposure for 48, 72 and 96 h. PCO contents increased with Cu2+ concentrations and showed a dose-effect relationship. With Cu2+

concentration increasing, GSH-PX activity had “rise and decline”pattern at 24 h, while all decreased at 96 h. These results suggest that
Cu2+ oxidative damages of proteins in the hepatopancreas may be one mechanisms of copper toxicity to Procambarus clarkii.
Keywords：Cu2+; Procambarus clarkii; hepatopancreas; protein oxidative damage

收稿日期：圆园13原10原29
基金项目：教育部高等学校博士学科点专项科研基金（200801081012）；

山西省人才引进与开发专项基金（2008）
作者简介：魏克强（1970—），男，副教授，博士，主要从事环境毒理学研

究。E-mail：kqwei@sxu.edu.cn

圆园14，33（7）:1310-1315 2014年 7月农 业 环 境 科 学 学 报
允燥怎则灶葬造 燥枣 粤早则燥鄄耘灶增蚤则燥灶皂藻灶贼 杂糟蚤藻灶糟藻



第 32卷第 1期2014年 7月
的氧化损伤[3]。

蛋白质是构成细胞含量最多的生物大分子

（70%），与蛋白质反应的 ROS占细胞所消耗 ROS的
5%~75%，因而成为活性氧自由基和其他氧化剂作用
的主要靶分子。蛋白质氧化损伤不仅是生物体应激的

标志物，还代表了氧化应激下复杂的细胞反应，而且

蛋白质氧化损伤比脂质过氧化更加灵敏[4]。因此，环境
污染物对生物体的蛋白质氧化损伤研究日益受到关

注。研究发现，镉对黑斑蛙（Rana nigromaculata）和瓯
江彩鲤（Cyprinus carpio var color）肝、鳃和脑等组织的
蛋白质产生不同程度的氧化损伤[5-7]。铜暴露导致斑
马鱼（Danio rerio）组织的 SOD活性、蛋白质羰基含量
显著升高[8]。Sabatini等[9]还发现，河口蟹（Neohelice
granulata）组织蛋白的氧化损伤程度随铜离子浓度
的升高而显著增加。克氏原螯虾（Procambarus clarkii）
俗称小龙虾，属甲壳纲、十足目、喇蛄科、原螯虾属，是

我国主要的淡水养殖品种之一。因其适应性广，对外

界环境条件的要求低，即使在一些严重污染的水体中

也能生存，常被用作一种潜在的水质环境污染监测

的指示生物[10]。目前，有关铜对克氏原螯虾的毒性研究
主要集中在生物累积、脂质过氧化和免疫抑制等方

面[11-13]，从蛋白质氧化损伤来解析水体铜污染的毒性机
制还鲜见报道。研究表明，依赖于暴露的时间、剂量，铜

主要蓄积在螯虾的肝胰腺组织[14]。谷胱甘肽（GSH）是生
物体内最丰富的含有巯基的小分子肽类物质，在细胞

防御铜的毒性中起重要作用[15]。蛋白质的羰基化被广
泛用于评价机体组织的氧化程度，蛋白质羰基（PCO）
含量是蛋白质氧化损伤的敏感指标[16]。机体内的生物
大分子受到外来污染物的作用时，可以诱导大量的

DNA-蛋白质交联（DNA-protein crosslinks，DPC），从而
对 DNA的构象、功能、复制及转录产生影响，也会影响
蛋白质的结构与功能[17]。基于此，本研究以淡水克氏原
螯虾为研究对象，重金属 Cu2+为胁迫因子，通过检测不
同浓度和时间暴露下其肝胰腺组织中的 ROS含量、抗
氧化防御能力（T-AOC和 GSH-PX活力）以及蛋白质
氧化损伤效应（PCO含量和 DPC系数），为重金属铜对
虾类的毒性作用机制研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料和试剂
1.1.1 实验材料

克氏原螯虾（Procambarus clarkii），购于太原市五
龙口水产批发市场，体重（20.1依0.5）g，体长（8.7依0.3）

cm。实验前于 40 cm伊30 cm伊20 cm的玻璃水族箱内驯
养 1周，暂养水为曝气 2 d以上的自来水。每天不间
断曝气，定时换水；每日投放饵料 1次，实验前 1 d停
止喂食。驯养 1周后，选择螯肢完整、健康活泼、规格
基本一致的螯虾用于染毒实验。

1.1.2 实验试剂
Cu2+溶液用硫酸铜配制（CuSO4·5H2O，分析纯，天

津登峰化学试剂厂），用蒸馏水将 CuSO4·5H2O配成
10 g·L-1的母液备用。二氯荧光素二乙酸酯（DCFH-
DA）、Hoechst 33258、蛋白酶 K和盐酸胍购于 SIGMA
公司，硫酸链霉素购自 AMERSCO公司，2，4-二硝基
苯肼、乙酸乙酯、三氯乙酸、SDS等均为国产分析纯。
考马斯亮兰蛋白试剂盒、总抗氧化能力（T-AOC）和谷
胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）测定试剂盒购于南京
建成生物工程研究所。

1.2 实验方法
1.2.1 染毒与采样

采用静态水质接触染毒法对克氏原螯虾进行

Cu2+染毒，根据 LC50值和预实验，将 Cu2+浓度设为
0.5、1.0、3.0、5.0、10.0 mg·L-1 5个处理组和对照组，每
个处理组 15尾螯虾。分别于暴露 24、48、72、96 h后
从各处理组中随机取 3尾螯虾，活体解剖取肝胰腺，
用 0.9%预冷生理盐水清洗，再用滤纸吸干，称重，置
于-80 益冰箱保存备用。
1.2.2 组织活性氧（ROS）含量测定

参照 Curtin等[18]的方法，组织 ROS含量利用荧光
探针 DCFH-DA 进行检测。取 1%组织匀浆上清液
190 滋L和 10 滋L 0.1 mmol·L-1 DCFH-DA溶液加入 96
孔酶标板中，使之充分混匀。置于酶标仪（Spectra Max
M5）中，37 益保温 30 min。于激发波长 485 nm、发射波
长 538 nm测荧光强度（FI）值，单位以 FI·mg-1蛋白表
示。蛋白质含量用考马斯亮蓝蛋白试剂盒进行测定。

1.2.3 总抗氧化能力和谷胱甘肽过氧化物酶活力测定
按照试剂盒说明书进行 T-AOC 和 GSH-PX 活

力测定。

1.2.4 蛋白质羰基含量（PCO）测定
组织 PCO含量的测定根据 Levine等[19]的方法并

略有改动。取适量肝胰腺，加入一定量冷的生理盐水

（W /V =1颐9），组织匀浆器研磨，制成 10%的组织匀浆，
匀浆液于 4 益，3000 r·min-1离心 15 min。取上清液
900 滋L，加 10%硫酸链霉素溶液，使之终浓度为 1%，
室温放置 10 min后，11 000 r·min-1下离心 10 min，上
清液用于组织蛋白质羰基含量的测定。蛋白质羰基含
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图 1 Cu2+暴露对克氏原螯虾肝胰腺组织 ROS含量的影响
Figure 1 Effects of Cu2+ on ROS contents in hepatopancreas of Procambarus clarkii

量的测定采用 2，4-二硝基苯肼（DNPH）比色法，羰基
含量用每毫克蛋白中含有多少纳摩尔的羰基来表示：

蛋白羰基含量=（A /C）伊稀释倍数。其中 A 为吸光值，C
为消光系数。

1.2.5 DNA-蛋白质交联系数（DPC）测定
肝胰腺组织细胞中 DPC 含量的测定参照 Merk

等[20]的方法并略有改进。取制备好的肝胰腺组织匀浆
500 滋L，加入 20%的 SDS溶液 500 滋L，轻微振荡，65
益水浴 10 min，然后取出，加入 0.1 mL KCl，用枪头吹
打 6次，冰上放置 5 min，形成大量白色沉淀后，12 000
r·min-1离心 10 min，收集沉淀，并将上清转移至另一
5 mL的离心管中，加入 1 mL的清洗缓冲液重悬浮沉
淀，65 益水浴 10 min，冰上骤冷 5min，12 000 r·min-1

离心 10 min，如此清洗 3次。最终的沉淀重悬浮于
0.5 mL的清洗缓冲液，加入 0.5 mL的蛋白酶 K，50 益
消化 3 h，水浴中取出，冰上骤冷 5 min，12 000 r·min-1

4 益离心 10 min，收集上清液取 0.4 mL，加入 0.4 mL
荧光染料（Hoechst 33258，400 ng·mL-1），于激发波长
350 nm、发射波长 460 nm 测定交联 DNA 和自由
DNA的荧光强度。DPC系数=交联 DNA/（交联 DNA+
自由 DNA）。
1.3 数据处理与分析

利用 SPSS 16.0软件进行统计分析，采用 One-
way ANOVA 进行单因素方差分析和差异显著性检
验。所得结果均表示为平均数依标准差，P<0.05为差
异显著（图中以 *表示），P<0.01为差异极显著（图中
以 **表示）。
2 结果与分析

2.1 不同浓度 Cu2+暴露对肝胰腺组织 ROS含量的影响
不同浓度 Cu2+胁迫下螯虾肝胰腺中 ROS含量随

时间的变化如图 1所示。暴露 24、48、96 h后，当Cu2+

浓度在 3.0 mg·L-1以内时，肝胰腺中 ROS 含量随着
Cu2+浓度升高而上升；当 Cu2+浓度大于 3.0 mg·L-1

时，肝胰腺中 ROS 含量随着 Cu2+浓度升高而下降。
暴露 72 h后，当 Cu2+浓度为 5.0 mg·L-1时，ROS 含
量升至最高，与对照组的差异极显著（P<0.01）。
2.2 不同浓度 Cu2+暴露对肝胰腺总抗氧化能力（T-
AOC）的影响

不同浓度 Cu2+胁迫下螯虾肝胰腺 T-AOC活力随
时间的变化如图 2所示。暴露 24 h和 96 h后，当 Cu2+

浓度在 3.0 mg·L-1以内时，肝胰腺 T-AOC活力随着
Cu2+浓度的升高而上升；当 Cu2+浓度大于 3.0 mg·L-1

时，肝胰腺 T-AOC活力逐渐下降；暴露 48 h后，当
Cu2+浓度为 0.5 mg·L-1时，T-AOC活力升至最高，与
对照组的差异极显著（P<0.01），之后随着 Cu2+浓度的
升高逐渐下降；暴露 72 h后，当 Cu2+浓度在 1.0 mg·L-1

以内时，肝胰腺 T-AOC活力随着 Cu2+浓度的升高而
上升，当 Cu2+浓度为 1.0 mg·L-1时，T-AOC活力与对
照组的差异显著（P<0.05）。
2.3 不同浓度 Cu2+暴露对肝胰腺谷胱甘肽过氧化物
酶（GSH-PX）活力的影响

不同浓度 Cu2+胁迫下螯虾肝胰腺中 GSH-PX活
力随时间的变化如图 3 所示。暴露 24、48 h 后，当
Cu2+浓度在 5.0 mg·L-1以内时，随着 Cu2+浓度的升高，
GSH-PX活力逐渐上升；当 Cu2+浓度达到 10.0 mg·L-1

时，GSH-PX活力降低。在 5.0 mg·L-1 Cu2+暴露 48 h
时，GSH-PX活力达到最大值，与对照组相比差异显
著（P<0.05）；72、96 h时，其活力随着 Cu2+浓度的升高
而降低，与对照组相比无显著差异（P>0.05）。
2.4 不同浓度 Cu2 +暴露对肝胰腺蛋白质羰基含量
（PCO）的影响

不同浓度 Cu2+胁迫下克氏原螯虾肝胰腺组织蛋
白质羰基含量随时间的变化如图 4所示。暴露 24 h
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图 4 Cu2+暴露对克氏原螯虾肝胰腺组织 PCO含量的影响
Figure 4 Effects of Cu2+ on PCO contents in hepatopancreas of Procambarus clarkii
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图 3 Cu2+暴露对克氏原螯虾肝胰腺 GSH-PX活力的影响
Figure 3 Effects of Cu2+ on GSH-PX activity in hepatopancreas of Procambarus clarkii

图 2 Cu2+暴露对克氏原螯虾肝胰腺 T-AOC能力的影响
Figure 2 Effects of Cu2+ on T-AOC activity in hepatopancreas of Procambarus clarkii
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后，与空白对照组相比，PCO含量随 Cu2+含量的升高
而上升，0.5 mg·L-1处理组 PCO含量无显著变化，1.0
mg·L-1处理组 PCO含量呈现显著升高（P<0.05），其
余处理组为极显著升高（P<0.01）；48~96 h期间，肝胰
腺 PCO的含量随着 Cu2+浓度的升高而上升，并在 5.0
mg·L-1达到最高值，10.0 mg·L-1处理组和对照组无显
著差异（P>0.05）。
2.5 不同浓度 Cu2+暴露对肝胰腺 DNA-蛋白质交联系
数（DPC）的影响

不同浓度 Cu2+胁迫下克氏原螯虾肝胰腺组织的

DPC系数随时间的变化如图 5所示。暴露 24 h后，各
处理组 DPC 系数与对照组相比无显著性差异；0.5
mg·L-1和 5.0 mg·L-1 Cu2+分别暴露 72 h 和 48 h 时，
DPC系数与对照组相比均显著升高（P<0.05）。暴露
96 h时 DPC系数逐渐趋于稳定，高于对照组但与对
照组相比无显著差异（P>0.05）。
3 讨论

环境重金属污染及其导致的氧化应激潜在威胁

着生物体的健康状况[2]。在正常情况下，机体自由基的
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图 5 Cu2+暴露对克氏原螯虾肝胰腺组织 DPC系数的影响
Figure 5 Effects of Cu2+ on DPC rates in hepatopancreas of Procambarus clarkii
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产生和清除处于动态平衡，当 ROS的产生超过机体
的抗氧化防御能力时，这些活性氧将造成生物大分

子（如蛋白质）的过氧化，从而诱发多种损害[21]。肝胰
腺是水生甲壳动物 Cu2+蓄积的主要组织，随着 Cu2+浓
度的升高，通过 Haber-weiss反应或 Fenton反应，Cu2+

能诱导机体产生过量的 ROS[2]。抗氧化酶是机体防
御活性氧自由基损伤的第一道防线，总抗氧化能力

（T-AOC）是近年来发现的用于衡量机体抗氧化系统
功能状况的综合性指标，代表和反映了机体抗氧化酶

系统和非酶促系统对外来刺激的代偿能力以及机体

自由基代谢的状态[22]。谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）
是生物机体内解毒代谢的重要抗氧化酶，可催化

H2O2转变为 H2O 或使脂质过氧化物还原为正常状
态，以防止细胞膜和其他生物组织受到破坏[15]。研究
表明，ROS对蛋白质的损伤作用主要是氨基酸残基氧
化修饰、肽键断裂、聚合和交联、结构和构象的改变

等，蛋白质羰基化是一个不可逆过程。一方面，ROS
通过氧化氨基酸残基侧链，使其形成酮或醛类衍生

物；另一方面，ROS与糖类、脂质大分子反应产生活性
羟基类似物，然后作用于蛋白质，形成羟基蛋白，而羟

基蛋白的形成将使蛋白质功能永久性丧失[5]。DPC是
DNA与蛋白分子之间形成的一种稳定的共价结合物，
DPC 在正常细胞中有一定的本底水平，但超量的
DPC体现出一种病理状态[23]。

本研究显示，Cu2+暴露能够导致克氏原螯虾肝
胰腺组织 ROS含量升高，与对照组相比差异极显著
（P<0.01）。低浓度的 Cu2+暴露后，肝胰腺组织的 T-AOC
和 GSH-PX活力逐渐升高，说明其活性被激活；但随
着浓度的增大和暴露时间的延长，Cu2+的累积毒性增
加，机体通过 SOD、CAT和 GSH-PX等抗氧化酶来维
持氧化和抗氧化的平衡，但当机体的抗氧化防御体系

无法清除过量的 ROS时，自由基含量将维持在一个

较高的水平，GSH-PX活性和 T-AOC 能力开始下降
甚至被抑制。在整个染毒过程中，T-AOC和 GSH-PX
均呈现低浓度促进高浓度抑制的效应，结果使羟自由

基和氧自由基的清除不力，导致 PCO升高[4]。相对于
PCO含量的变化，DPC系数的变化规律不显著，而蛋
白质羰基化水平的不断上升，不但反映了组织处于氧

化应激状态，也标志着蛋白质的功能发生了紊乱[24]。谭
树华等[25]研究了镉对克氏原螯虾肝胰腺抗氧化系统
的影响，也表明了类似的规律，即低浓度镉刺激下

GSH-PX活力增加，高浓度、长时间的暴露则对机体
造成抗氧化防御系统的损伤。Hansen等研究表明，当
褐鲑鱼（Salmo trutta）受到 Cu2+胁迫时，SOD、CAT和
GSH-PX活性升高，金属硫蛋白含量上升[26]，与我们的
前期研究结果一致[27]。至于 Cu2+诱导克氏原螯虾肝胰
腺组织形成 DPC和 PCO将会对机体的生理功能产生
哪些影响，还有待于进一步深入研究。

4 结论

本研究结果表明，重金属 Cu2+能够诱导克氏原螯
虾肝胰腺组织 ROS 水平升高、蛋白质羰基含量和
DNA-蛋白质交联系数增加，对螯虾肝胰腺的组织蛋
白具有氧化损伤作用，进而可能会破坏肝胰腺分泌消

化液、吸收储存营养物质、重金属解毒等重要生理机

能。这可能是水体重金属铜暴露导致虾类的毒性效

应、影响机体健康的重要机制。
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