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摘要: 为了解重金属污染对海洋鱼类热休克蛋白(HSPs)基因表达的影响，将褐菖鲉(Sebastiscus marmoratus)分别暴露于 1． 6、
8、40、200、500 μg·L-1Cd、Pb溶液中，用环介导等温扩增技术( loop-mediated isothermal amplification，LAMP)定量检测褐菖鲉
肝脏 HSP60、HSP70、HSP90、HSC70 mRNA 表达量。结果表明:Pb仅在 40 μg·L-1

时显著抑制 HSP60、HSP90、HSC70 mRNA 表
达量，8 μg·L-1

时即可显著抑制 HSP70 mRNA表达量，并在 40 μg·L-1
时达到最小值;Cd 对 HSP60、HSP90、HSC70 的诱导不明

显，但能显著诱导 HSP70，并在 500 μg·L-1
时达到最大值。相比之下，褐菖鲉肝 HSP70 基因对重金属 Cd、Pb污染较为敏感，有

潜力成为监测海洋重金属污染的预警分子。
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Abstract: In order to understand the effects of heavy metal pollution on the gene expression of heat shock proteins
(HSPs) in marine fish，Sebastiscus marmoratus were exposed to different concentrations ( i． e．，1． 6，8，40，200，
500 μg·L-1) of Cd or Pb for 5 days． A quantitative loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method was
used to analyze the hepatic mRNA levels of HSP60，HSP70，HSP90，and HSC70． Under the Pb exposure，the
mRNA levels of hepatic HSP60，HSP90，HSC70 were not significantly reduced except in the 40 μg·L-1 treatment，
whereas the mRNA levels of HSP70 were significantly decreased by 8 μg·L-1 Pb，and reached the minimum when
Pb was 40 μg·L-1 ． Under the Cd exposure，the mRNA levels of hepatic HSP60，HSP90，HSC70 were not signifi-
cantly affected;in contrast，mRNA levels of HSP70 were significantly increased and peaked at 500 μg·L-1 Cd． In
conclusion，the hepatic HSP70 was relatively more sensitive to heavy metal exposure than the other HSPs，and thus
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had the potential to be the early warning for heavy metal pollution in marine environment．
Keywords: Cd; Pb; Sebastiscus marmoratus; liver; heat shock proteins; HSPs; loop-mediated isothermal amplification

近些年来，我国海洋经济发展迅速，海洋环境

问题凸显，其中海洋重金属污染问题已经引起各

界的高度关注。国家环保部的一项调查显示，我
国近岸海域的海水采集样品中，铅的超标率高达

62． 9%，最大值超第一类海水标准 49 倍，镉的超
标率为 25． 9%。并且，我国重金属排海量较大且
呈逐年上升趋势

［1］。污染物的危害主要体现为对
生物体的毒害作用，因此，利用生物体内毒性伤害

状况监测其所处的环境，可对污染总体效应进行

直观、综合的评价［2］。
研究表明，在嗅觉器官中，镉的蓄积比其他器官

要高得多，并且抑制了血浆皮质醇浓度的升高。显
然，水环境中的镉破坏了鱼群对示警物质的正常行

为和生理反应，改变了鱼群的回避策略
［3］。镉离子

也可以直接进入脑组织而发生影响，造成脑机能障

碍，特别造成小脑机能障碍，使中毒鱼失去平衡，引

起侧翻，甚至沉入水底
［4］。铅是一种神经毒性物

质，能通过各种途径进入水生生态系统中，造成许多

生物体包括鱼类的行为产生改变。在铅的毒性作用
下，鱼类活动过度兴奋，游泳行为出现异常或出现环

绕游动的不稳定反应
［5］。但也有研究发现，铅中毒

后鱼类的活动下降。铅也会影响鱼类的摄食行为使
鱼类的捕食能力下降，主要影响的方面是降低捕食

的时间、增加捕食失误的次数［6］。铅还会干扰鱼类
对有害刺激的反应能力，如降低其对电击的躲避

行为
［7］。
1962 年，Ritossa［8］首先在果蝇(Drosophila mela-

nogaster)中发现 HSPs，进一步的研究发现，从原核
细胞到高等真核细胞的整个生物界中，都普遍存在

着 HSPs，热休克基因家族是迄今为止发现的最为保
守的家族

［9］。后来 Tisseres 证实，热休克反应中合
成的是一组特殊蛋白质，命名为热休克蛋白

［10］。热
休克蛋白分为 4 个家族:HSP90 家族(分子量为 83
～ 90 kDa)、HSP70 家族(分子量为 66 ～ 78 kDa)、
HSP60 家族以及小分子量的 HSPs 家族(12 ～ 43
kDa)。HSC70 是 HSP70 家族中组成型的基因，主要
参与蛋白质的折叠、解折叠和组配［11］，并且能被外
界刺激所诱导

［12］。
目前对鱼类 HSPs 的研究主要集中在分子克

隆、组织表达方面，而涉及功能基因组学和 HSPs 表

达变化的研究相对较少
［13］。Airaksinen 等［14］比较

了斑马鱼(Danio rerio)在热胁迫下的表达差异，发
现在热胁迫条件下，HSP70 呈显著升高。此外，国外
一些科学家还进行了水域热污染的研究，而我国对

鱼类 HSPs 的研究起步较晚，有关污染胁迫对鱼体
HSPs 的影响研究较少。盛连喜等［15］发现鲤鱼
(Cyprinus carpio)HSP70 的合成和温度总体呈正相
关关系。周鑫等［16］的研究表明，高浓度的亚硝酸盐
暴露后，草鱼(Ctenopharyngodon idellus)HSP90 的表
达显著上调。
环介导等温扩增( loop-mediated isothermal am-

plification，LAMP)技术是 Notomi 等［17］建立的一种
新颖的核酸扩增技术，具有高特异性、高效率、便捷
等特点，在等温条件下即可高效、快速地完成扩增反
应，可用于现场的快速检测。自 2000 年开发以来，
LAMP技术已广泛应用于细菌、病毒、寄生虫等病原
体的定性检测及动物胚胎性别的鉴定

［18-20］。本文
将 LAMP技术引入海洋环境监测领域，研究不同浓
度的重金属 Cd、Pb污染后褐菖鲉肝 HSPs mRNA 的
表达量，从而为探索 HSPs 基因的生物功能以及其
作为生物标志物监测海洋重金属污染的可行性研究

提供依据。

1 材料与方法(Materials and methods)
1． 1 仪器与试剂
主要仪器:净化工作台(SW-CJ-1FD，苏州净化

设备工程有限公司)，恒温金属浴(CHB-A4-9602，杭
州博日科技有限公司)，NanoDrop 2000 Spectropho-
tometer(Thermo Fisher 公司)，LA-320C 实时浊度仪
(北京蓝谱生物科技有限公司，精度 ± 2% )，PCR 仪
(Bioer Serves Life 公司)，5415R 型冷冻离心机(Ep-
pendorf公司)。
主要试剂:Bst DNA聚合酶(NEB 公司)，琼脂糖

(西班牙 Biowest 公司)，MgCl2 (Sigma 公司)，betaine
(Bio Basic公司)，SYBR Green qPCR Mix(厦门鹭隆
生物科技有限公司)，dNTP 和 DS2000 DNA Marker
(东盛生物公司)，Tris 和 EDTA(上海生物工程公
司)，CdCl2和 PbCl2均为国产分析纯(Alfaaesar公司)。
1． 2 实验动物
褐菖鲉购自厦门市第八市场，平均体长(11． 7

± 1． 2) cm，平均体重(24． 79 ± 5． 8) g，雌雄不拘，先
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在清洁沙滤海水中暂养 7 d，选取活力好的个体进行
污染实验。实验过程中如有个体死亡，减少缸内水
量确保每只个体占据水体积 2 L。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 暴露实验
实验前，褐菖鲉先在清洁沙滤海水中暂养，驯养

期间水温严格控制在 17 ～ 20 ℃，盐度 22‰ ～ 27‰，
选取活力好的个体进行污染实验。将褐菖鲉暴露于
不同浓度重金属(Cd、Pb)溶液中(实验浓度见表
1)。每浓度组 10 条鱼，每组设 2 个平行，对照组 50
L沙滤海水不含 Cd、Pb。用充气机连续进行充气，
并喂以人工饵料，每天采用静态半置换法更新相应

浓度的含 Cd、Pb 海水溶液的 50%。暴露 5 d 后取
样，将鱼击昏，迅速剖取肝脏，冰上采集后置于-80
℃冰箱中保存至使用。

表 1 污染物种类与浓度

Table 1 Contaminant type and concentration

污染物

Pollutants

浓度组 /(μg·L-1)

Concentration group /(μg·L-1)

Control 1 2 3 4 5

Cd 0 1． 6 8 40 200 500

Pb 0 1． 6 8 40 200 500

1． 3． 2 RNA提取及反转录
总 RNA提取参照 TaKaRa公司所提供的 RNAi-

so Plus说明书进行，得到的 RNA加入适量 DEPC水
使其浓度均为 1000 ng·μL-1;反转录按照 Thermo 公
司提供的 ReverAid First Strand cDNA Synthesis Kit
使用说明书进行，产物 cDNA 稀释 5 倍，保存于-20
℃冰箱待用。
1． 3． 3 LAMP引物设计
根据褐菖鲉 HSP60 基因 ( GeneBank 序列号

JX185808 )、HSP70 基 因 ( GeneBank 序 列 号
JX185809 )、HSP90 基 因 ( GeneBank 序 列 号
JX255674) 和 HSC70 基 因 ( GeneBank 序 列 号
JX255673)序列，利用在线引物设计软件( http: / /
primerexplorer． jp /elamp4． 0． 0 / index． html ) 设 计
LAMP 特异引物:FIP、BIP、F3 和 B3(表 2)。
1． 3． 4 LAMP测定

LAMP反应体系的设定参照 Notomi 等［17］的方
法。总体积 25 μL，经优化后体系内各试剂含量为:
0． 4 mol·L-1 Betaine，8 mmol·L-1 Mg2 +，1． 4 mmol·
L-1dNTPs，2． 4 μmol·L-1

内引物，0． 4 μmol·L-1
外引

物，1 × ThermoPol Reaction Buffer，8 U Bst DNA 聚合
酶，2 μL 模板 DNA，5 μL dd H2 O。反应的温度为
64℃。反应过程产生焦磷酸镁乳白色沉淀的含量与
DNA含量成正比，可利用浊度仪进行定量检测。

表 2 LAMP引物序列

Table 2 Primers sequence of LAMP
基因

Gene
引物名称

Primer name
引物序列(5’→3’)

Primer sequence(5’→3’)

HSP60

HSP60-F3 AACACTGCCAAAGGTCAGAA

HSP60-B3 CCGAATCCTGGAGCTTTCAC

HSP60-FIP ACCGCTGGTTATTGTGGCTGAAGACCGACCTTCAGTCTGTT

HSP60-BIP ACCGCTGGTTATTGTGGCTGAAGACCGACCTTCAGTCTGTT

HSP70

HSP70-F3 GATTGCAGAGGCGTACCTC

HSP70-B3 TGGAGACATCAAATGTGCCA

HSP70-FIP TGGTCCCTGCATCTTTGGTGGTGTAAACAACGCAGTCGTGA

HSP70-BIP GAGCCGACTGCTGCTGCTATAGGACGTTTCTCTCCGCTC

HSP90

HSP90-F3 GAGCCTCTGCAAGCTCATG

HSP90-B3 GGGGTTGATCTCCAGGTGT

HSP90-FIP GCTCGTCACGATACAGCAGGGAGAAGTGGAGAAGGTGACCG

HSP90-BIP ACGGCCAACATGGAGCGTATTTGGCCATCATGTAACCCAT

HSC70

HSC70-F3 ACCCCAGGCTAGCATTGA

HSC70-B3 TCTTGGGGATACGGGTTGA

HSC70-FIP AGCGTTGAGCTCCTCAAAACGATTGACTCTCTGTACGAGGGC

HSC70-BIP ACCTTAGACCCCGTGGAGAAGTCCGACCAACACGATGTCAT
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LAMP标准曲线的测定:以 F3 和 B3(表 2)为引
物进行 PCR 反应，利用琼脂糖凝胶电泳回收 PCR
产物，即可得到 LAMP 反应的 DNA 标准品，利用
NanoDrop 2000 分光光度计测定其 DNA 浓度，根据
公式计算拷贝数:

DNA拷贝数 /μL = 质量
分子量

×阿伏伽德罗常数

= A × 10 x
拷贝数

其中质量，DNA标准品的质量浓度，ng·μL-1;分子

量，DNA标准品的平均分子量 =碱基数 ×660道尔顿 /
碱基，g·mol-1;阿伏伽德罗常数，copies·mol-1。

10 倍稀释标准品，配制 25 μL 体系标准系列。
利用 LA-320C实时浊度仪测定。实时浊度仪每 6 s
自动测定一次浊度，以浊度达到 0． 1 时作为阳性判
定标准，记录反应所需时间。制作标准曲线。

Cd、Pb暴露 5 d后，每个浓度组取 6 尾鱼，解剖
后取肝脏约 0． 1 g，提取总 RNA，反转录得到样品
cDNA。采用优化后的 LAMP反应体系与反应时间，
用 LA-320C实时浊度仪实时检测。根据定量 LAMP
标准曲线换算得出样品中 HSPs (HSP60、HSP70、
HSC70、HSP90)mRNA扩增拷贝数。
1． 4 数据统计分析

LAMP 检测结果采用 Microsoft Excel 和 SPSS
17． 0 软件处理，采用单因素方差分析(One-Way
ANOVA)，并用 Origin 8． 0 软件绘图。所有结果均
用 6 个平行样的平均值 ±标准误差表示，实验组与
对照组间数据的比较采用单尾 t检验分析显著性差
异。P ＜ 0． 05 为显著差异;P ＜ 0． 01 为极显著差异。

2 结果( Results)
2． 1 重金属 Cd、Pb 影响 HSP60 基因表达的剂量-
效应关系

由图 1可见，Cd污染对褐菖鲉肝 HSP60 mRNA含
量基本无影响，虽然随着 Cd浓度的升高 HSP60 mRNA
含量有缓慢上升趋势，但各组与对照组均无显著性差

异。Pb污染下褐菖鲉肝HSP60 mRNA含量仅在 40 μg
·L-1
浓度组时有显著性抑制，约为对照组的 0． 05 倍。
其他浓度组与对照组之间无显著性差异。
2． 2 重金属 Cd、Pb 影响 HSP70 基因表达的剂量-
效应关系

由图 2 可见，8 μg·L-1 Cd 即可显著诱导褐菖鲉
肝 HSP70 mRNA 的表达，随污染浓度增加，HSP70
mRNA含量也持续增加，在 500 μg·L-1

时达到最大

值，为对照组的 210． 65 倍。而 8 μg·L-1Pb显著抑制

褐菖鲉肝 HSP70 mRNA的表达，并在 40 μg·L-1
时达

到最小值，为对照组的 0． 02 倍，随后逐渐恢复到对
照水平。

图1 Cd、Pb污染对褐菖鲉肝 HSP60 mRNA表达量的影响
注:n =6;* P ＜0． 05;＊＊ P ＜0． 01;＊＊＊ P ＜0． 001。

Fig． 1 The effects of Cd and Pb on the levels of hepatic
HSP60 mRNA in S． marmoratus

Note: n = 6; * P ＜ 0． 05; ＊＊ P ＜ 0． 01; ＊＊＊ P ＜ 0． 001．

图2 Cd、Pb污染对褐菖鲉肝 HSP70 mRNA表达量的影响
注:n =6;* P ＜0． 05;＊＊ P ＜0． 01;＊＊＊ P ＜0． 001。

Fig． 2 The effects of Cd and Pb on the levels of
hepatic HSP70 mRNA in S． marmoratus

Note: n = 6; * P ＜ 0． 05; ＊＊ P ＜ 0． 01; ＊＊＊ P ＜ 0． 001．

2． 3 重金属 Cd、Pb 影响 HSP90 基因表达的剂量-
效应关系

由图 3 可见，Cd 污染对褐菖鲉肝 HSP90 mRNA
含量基本无影响，虽然随着 Cd 浓度的升高 HSP60
mRNA含量有缓慢上升趋势，但各组与对照组均无
显著性差异。Pb 污染下褐菖鲉肝 HSP90 mRNA 含
量仅在 40 μg·L-1

浓度组时有显著性抑制，为对照组
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的 0． 12 倍，其他浓度组与对照组之间无显著性
差异。
2． 4 重金属 Cd、Pb 影响 HSC70 基因表达的剂量-
效应关系

由图 4 可见，Cd 对 HSC70 mRNA 表达量并无
显著影响，各浓度组与对照组相比总体呈上升趋势，

但均无显著性差异。Pb 污染下褐菖鲉肝 HSC70
mRNA含量仅在 40 μg·L-1

浓度组时有显著性抑制，

约为对照组的 0． 05 倍。其他浓度组与对照组之间
无显著性差异。

图3 Cd、Pb污染对褐菖鲉肝 HSP90 mRNA表达量的影响
注:n =6;* P ＜0． 05;＊＊ P ＜0． 01;＊＊＊ P ＜0． 001。

Fig． 3 The effects of Cd and Pb on the levels of hepatic
HSP90 mRNA in S． marmoratus

Note: n = 6; * P ＜ 0． 05; ＊＊ P ＜ 0． 01; ＊＊＊ P ＜ 0． 001．

图4 Cd、Pb污染对褐菖鲉肝 HSC70 mRNA表达量的影响
注:n =6;* P ＜0． 05;＊＊ P ＜0． 01;＊＊＊ P ＜0． 001。

Fig． 4 The effects of Cd and Pb on the levels of hepatic
HSC70 mRNA in S． marmoratus

Note: n = 6; * P ＜ 0． 05; ＊＊ P ＜ 0． 01; ＊＊＊ P ＜ 0． 001．

综上所述，不同浓度 Cd 对褐菖鲉肝 HSP60、
HSP90、HSC70 mRNA的表达基本无显著性影响，但
可以显著诱导 HSP70 mRNA 的表达，且诱导量随着
浓度的增加而增加，在 500 μg·L-1

时达到峰值。
不同浓度 Pb 影响褐菖鲉肝 HSP60、HSP90、

HSC70 mRNA的表达也不显著，仅在 40 μg·L-1
组出

现显著性抑制，其他浓度组均无显著性变化。HSP70
mRNA表达量在 8 ～40 μg·L-1

时显著下降，而后逐渐

回升，并在 500 μg·L-1
时恢复至对照组水平。

3 讨论( Discussion)
LAMP技术已在病毒、细菌、寄生虫等的定性检

测运用方面得到了较为广泛的应用，但在定量检测

方面的研究还较少。现有的研究中对于 HSPs 的热
激响应的研究较多，并有研究发现 HSPs 的表达量
与温度变化有很明显的相关性，而在生物体抵御重

金属污染方面的研究却较少
［21］。在本研究中，将

LAMP技术应用于检测海洋重金属污染，从而定量
检测海洋中重金属的污染情况。通过对 Cd 和 Pb
曝污后褐菖鲉肝脏中 HSP60、HSP70、HSP90、HSC70
基因的 mRNA表达量进行检测表明，在重金属污染
物暴露下，HSPs四种亚型基因对 2 种污染物呈现不
同趋势的剂量效应关系。
本文结果证实，Cd 可以显著诱导褐菖鲉肝

HSP70 mRNA 的表达，而 HSP60、HSP90、HSC70
mRNA表达量在不同程度上也有所增加。这一结
果与以往的许多研究结果相类似。例如，Cd 能够
在短时间内诱导虹鳟鱼(Oncorhynchus mykiss) 肝
HSC70 mRNA 的表达量的升高，但诱导并不显
著
［22］。还有研究表明，Cd的渗透胁迫能够在一定
时间内诱导轮虫( rotifer)中 HSP60 mRNA 表达量
升高
［23］。Cd 能够诱导 ROS 的产生，而积累的

ROS可迅速攻击蛋白质多肽链，尤其是其中的组
氨酸、脯氨酸、精氨酸和赖氨酸，导致羰基基团的
增加，而损伤或变性蛋白的积累又可进一步诱导

HSPs基因的快速表达［24］。
但 HSP70 mRNA的表达量不会无限增加，在达

到峰值后表达水平将有所下降。相关研究表明，热
休克蛋白的表达对细胞的保护是有一定范围的，它

并不会无限制地持续增加
［25］。虽然本研究中并未

观察到 HSP70 基因表达被抑制，若进一步增加污染
物浓度或延长暴露时间，就有可能抑制 HSP70 基因
的表达。

Pb污染后，HSPs四种基因对 Pb 的反应都表现
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为先抑制，然后再回复到对照组水平。这种蛋白表
达水平波动变化的可能机制是，重金属浓度较低时

诱导细胞上调 HSPs 蛋白的保护性表达，然而在重
金属浓度持续升高的环境下，机体消耗的 HSPs 量
也在不断增加，结果导致了 HSPs 出现明显的降低。
这种表达量显著降低的现象是生物体对前期积累产

生的 HSPs的一种消耗。类似的报道见于使用单倍
或多倍剂量的阿司匹林会导致大鼠(Rattus norvegi-
cus)胃组织中 HSP90 和相应的 mRNA 逐渐降低，适
应后的胃脏中 HSP90 的表达量降低大约 60%［26］。
与之变化相类似的，500 μg·L-1

的外源 Pb 即可显著
抑制蚕豆(Vicia faba L． )幼苗叶片内 HSP60 基因的
表达
［27］。HSPs被诱导表达是生物体克服不良环境
和防止中毒的一种适应性改变，而诱导量的下降则

说明生物体可能因污染的毒性作用而产生了中毒

反应
［28］。
本研究结果表明，与 HSP60、HSP90、HSC70 相

比，HSP70 对重金属 Cd、Pb 污染响应较为敏感，低
浓度 Cd即可显著诱导，Pb 则先抑制而后随着浓度
增加而升高。他人也有类似实验结果。如 Rajesh-
kumar 等［29］(2013)对印度 Kaattuppalli 岛附近海域
牛奶鱼(Chanos chanos)的研究表明，重金属 Fe、Mn、
Zn、Cu、Pb、Cd 都会诱导 HSP70 的表达，其中以 Fe
的诱导最为明显。重金属 Cd、Pb 曝污能诱导淡水
植物青萍(Lemna minor)中 HSP70 mRNA 表达量升
高
［30］，证实 HSP70 对重金属污染有很好的敏感性，
这些特性使得 HSP70 有望成为海洋重金属污染的
早期预警分子。但对海洋污染的监测，不可能仅靠
单一生物标志物，需要综合分析单一和联合暴露中

多种生物标志物的表达情况。因此 HSPs 基因是否
可用于海洋环境监测，还需要更多的实验研究。
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