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随着现代工业化的发展, 重金属对水生生物的毒性影

响已经引起了广泛的关注[1, 2]。其中, 镉作为一种广泛存在

的重金属污染物, 具有一定的生殖毒性。研究发现, 雄性生

殖系统是其作用的重要靶器官, 镉对精巢[3]、精子的运动能

力、成活率和受精能力[4]均能产生影响。 

副性腺是溪蟹雄性生殖系统的重要组成部分[5]。关于副

性腺的研究主要集中在昆虫[6, 7]和哺乳动物类[8—10]。关于甲

壳动物中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)副性腺的研究结果表

明, 其副性腺蛋白可以有效地消化精荚壁, 提高精子的顶

体反应率[11], 其内容物可以为精子的运动提供一定的能量

和营养, 并促进精荚的破裂[12, 13]。分析认为, 副性腺分泌物

中含有某些蛋白, 可以使精子从精荚中游离出来, 并保持

很高的活力, 从而保证了受精过程的顺利进行[14, 15]。由此可

见, 副性腺对于蟹类的精卵结合, 顺利地完成受精具有重

要作用。 

副性腺的分泌物被认为是射精过程中抗氧化酶的主要

来源, 具有维护精子 DNA 完整性, 使其免受外界环境氧化

胁迫的重要功能[16, 17]。该文在前期研究工作[18, 19]基础上继

续研究了镉在河南华溪蟹(Sinopotamon henanense)副性腺中

的富集、对抗氧化酶(SOD、CAT和 GPX)活性、脂质过氧化

水平(MDA含量)、蛋白质羰基化(PCO含量)和 DNA-蛋白质

交联(DPC)的影响。本研究旨在进一步明确镉对雄性生殖系

统的毒性及其机理, 为淡水环境的保护和水产品的安全养

殖提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物 

河南华溪蟹(简称溪蟹)于 2013年 10月购自太原市五龙

口东安水产批发市场, 在实验室水族缸(45 cm×35 cm×30 cm)

暂养两周以上。 

1.2  主要试剂 

氯化镉(CdCl2·2.5H2O)(分析纯), 在实验前用蒸馏水配

成 2×104 mg/L的母液备用。超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘

肽过氧化物酶(GSH-PX)、过氧化氢酶(CAT)、丙二醛(MDA)

含量和蛋白含量的测定试剂盒均购自南京建成生物工程研

究所。硝酸、高氯酸为优级纯, 标准镉溶液(100 mg/L)由国
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家环境保护总局标准样品研究所提供。蛋白酶 K、荧光染料

Hoechest33258、Tris均购自 Sigma公司。盐酸胍、EDTA、

2, 4-二硝基苯肼(DNPH)均为国产分析纯。DNPH 购自天津

Kermal化学试剂开发中心。 

1.3  试验设计与样品制备 

将随机选取的体重为(25.0±3.0) g 的健康成熟雄蟹, 

暴露于盛有 2 L 已曝气的自来水(pH=6.8, 溶解氧 8— 

8.3 mg/L)的容器(40 cm×30 cm×30 cm)中。每个容器中放

入 8只雄蟹。 

实验根据镉对溪蟹攻毒 96h的 LC50值, 按 1/32、1/16、

1/8、1/4和 1/2比例分别设 5个处理组和 1个对照组(0 mg/L), 

处理组 Cd2+分别为 7.25、14.5、29、58和 116 mg/L, 每个浓

度组分别设置 5个平行, 暴露 3d、5d和 7d, 分别从各组随

机选取 5 只, 取副性腺称重后置于–80℃冰箱保存。染毒期

间不喂食, 不换水, 每天检查华溪蟹的健康状况。 

副性腺组织经浓硝酸和高氯酸硝化完全, 定容后用

火焰原子吸收分光光度计(VARIAN AA240OFS)测定镉的

含量(µg/g)。 

按 1︰1(m︰v)的比例在各组中加入预冷的磷酸缓冲液

(PBS, pH=7.4), 用电动匀浆器制备 50%的组织匀浆液, 经

4℃离心 10min (4000 r/min), 取上清, PCO和 DPC的测量方

法参照文献 [20], 按照试剂盒说明书测定3种酶活性、MDA

含量和蛋白含量。 

数据分析采用 SPSS 16.0统计分析软件, 实验结果用平

均值 ±标准差 (Mean±SD)表示 , 采用单因素方差分析

(One-Way ANOVA), P<0.05 *为显著性差异, P<0.01 **为极

显著性差异。 

2  结果 

2.1  镉在河南华溪蟹副性腺中的富集 

如图 1所示, 与对照组相比, 河南华溪蟹副性腺中镉的

富集量随染毒浓度的增加和暴露时间的延长而呈现出逐渐

升高的趋势。镉浓度 116 mg/L, 染毒的 3个时间, 镉在副性

腺中的富集均较对照组差异极显著(P<0.01), 其中染毒 7d

的富集量最高, 较对照组差异极显著(P<0.01)。 

2.2  镉对河南华溪蟹副性腺 SOD活性的影响 

由图 2可见, 随着浓度的增加和暴露时间的延长, 河南

华溪蟹副性腺中 SOD活性均表现出先升后降的趋势。镉浓

度 14.5 mg/L, 染毒 5d, SOD活性最高, 较对照组差异极显

著(P<0.01)。在镉暴露 7d、浓度为 14.5、29和 58 mg/L时, SOD

活性较对照组存在极显著性差异 (P<0.01)。 

2.3  镉对河南华溪蟹副性腺 CAT 活性的影响 

由图 3 可见, 河南华溪蟹副性腺中 CAT 活性随镉浓度

的升高和暴露时间的延长而呈现先升后降的趋势。镉浓度为

29 mg/L 染毒 5d活性最高, 较对照组差异极显著(P<0.01)。

镉浓度 14.5和 29 mg/L染毒 7d时, 较对照组存在极显著性

差异(P<0.01)。 

 

图 1  镉在河南华溪蟹副性腺中的富集 

Fig. 1  Cd2+ bioaccumulation in male accessory gland of S. he-
nanense 

*P<0.05, **P<0.01 n=5; 下同 the same applies bellow 

 

图 2  镉对河南华溪蟹副性腺 SOD活性的影响 

Fig. 2  Effect of Cd2+ on SOD activity in male accessory gland of 
S. henanense 

 

图 3  镉对河南华溪蟹副性腺 CAT活性的影响 

Fig. 3  Effect of Cd2+ on CAT activity in male accessory gland of 
S. henanense 



3期 侯宇华等: 镉对河南华溪蟹副性腺抗氧化酶活性及脂质、蛋白质和 DNA的影响 623 

 

2.4  镉对河南华溪蟹副性腺 GPX 活性的影响 

从图 4可知, 在不同的镉处理组, 河南华溪蟹副性腺中

GPX  基本高于对照组。同一时间不同浓度, 随着浓度的升

高, GPX活性呈现先升后降的趋势。同一浓度不同时间, 随

着时间的延长, GPX活性基本呈现逐渐升高的趋势。其中暴

露于 14.5 mg/L浓度的镉溶液时, 该酶活性达到最高, 较对

照组差异极显著(P<0.01)。镉浓度 7.25、14.5 和 29 mg/L, 染

毒 7d, 较对照组存在极显著性差异(P<0.01)。 

2.5  镉对河南华溪蟹副性腺 MDA含量的影响 

由图 5 可见, 所有镉处理组, 河南华溪蟹副性腺中

MDA 含量均高于对照组。表现出 MDA 含量随染毒浓度的

增加和暴露时间的延长而呈现出逐渐升高的趋势。镉染毒浓

度为 58和 116 mg/L染毒 7d时, MDA含量较对照组存在极

显著性差异(P<0.01), 其中镉浓度为116 mg/L时, MDA含量

最高, 较对照组差异极显著(P<0.01)。 

 

 图 4  镉对河南华溪蟹副性腺 GPX活性的影响 

Fig. 4  Effect of Cd2+on GPX activity in male accessory gland of S. 
henanense 

 

图 5  镉对河南华溪蟹副性腺 MDA含量的影响 

Fig. 5  Effect of Cd2+ on MDA content in male accessory gland of 
S. henanense 

2.6  镉对河南华溪蟹副性腺 DPC的影响 

从图 6可见, 在所有镉处理组中, DPC均高于对照组。

表现出 DPC 随染毒浓度和暴露时间的延长逐渐升高。其中

镉浓度为 116 mg/L, 染毒 5d和 7d, DPC较对照组差异极显

著(P<0.01)。染毒 7d, DPC达到最高, 较对照组差异极显著

(P<0.01)。 

2.7  镉对河南华溪蟹副性腺 PCO含量的影响 

由图 7可见, 所有的镉处理组 PCO含量均高于对照组。

随着镉染毒浓度的增加和染毒时间的延长, PCO 含量逐渐

升高。镉浓度为 116 mg/L, 染毒 5d和 7d, PCO含量较对照

组差异极显著(P<0.01)。染毒 7d, PCO含量最高, 较对照组

差异极显著(P<0.01)。 

 

图 6  镉对河南华溪蟹副性腺 DPC的影响       

Fig. 6  Effect of Cd2+ on DPC in male accessory gland of S. he-
nanense 

 

图 7  镉对河南华溪蟹副性腺 PCO含量的影响 

Fig. 7  Effect of Cd2+ on PCO content in male accessory gland of    
S. henanense 

3  讨论 

3.1  镉在河南华溪蟹副性腺中的富集 

从本次的研究结果中发现, 随着染毒浓度的增加和暴
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露时间的延长, 镉在溪蟹副性腺中的富集量逐渐增加, 尤

其染毒高浓度组(116 mg/L)在染毒的 3个时间, 均较对照组

发生了极显著升高, 说明镉在溪蟹副性腺中的富集可以作

为水环境中镉污染和毒性检测的有效指标之一。本次的研究

结果显示, 镉暴露一定程度上影响了溪蟹副性腺的抗氧化

能力。3种抗氧化酶(SOD、CAT和 GPX)对镉胁迫的应答反

应趋势基本相同 , 即先上升后下降。镉诱导产生自由基

(ROS), 造成氧化损伤, 促使副性腺自身的防御系统产生应

答, 抗氧化酶活性升高; 但随着镉暴露浓度的升高, 时间延

长, 镉通过耗尽谷胱甘肽(GSH)或干扰抗氧化系统的必需金

属元素等方式, 使抗氧化系统遭到破坏, 使其活性降低。随

着镉胁迫程度的加深, 副性腺中的生物大分子: 脂质、蛋白

质和 DNA的氧化损伤程度不断加剧, MDA、PCO含量以及

DNA-蛋白质交联率持续上升。 

3.2  镉对河南华溪蟹副性腺 SOD、CAT 和 GPX活性的

影响 

SOD是抗氧化系统的重要酶之一, 也是抵抗外界损伤

的重要防御系统之一[21], 可清除O2
–, 将其转化为H2O2 

[22] 。

CAT 和GPX 都可以将H2O2 转化成H2O和O2
 [23], 即二者通

过清除 H2O2 来减少其对组织的损伤, 也是抵抗镉胁迫毒

性的重要酶。GPX 是一种与硒相关的酶。一般来说, GPX 的

活性降低或者是因为硒的缺失[24], 或者是因为GSH 浓度的

降低[25]。Cd2+ 与GPX 活性部位的结合, 可以减轻Cd2+对器

官的毒性作用, 也可以导致GPX 活性部位的改变, 进而使

其活性降低[26]。有研究表明, GPX是与雄性生殖具有重要密

切关系的因素之一[27]。副性腺中GPX 活性的降低, 预示着高

浓度的镉暴露对溪蟹副性腺乃至雄性生殖造成了损伤。本次

的实验结果显示, 在染毒的3个时间段, SOD、CAT 和GPX 

活性都表现出先升高后降低的趋势。这与“促进-抑制”效应

机制吻合, 即低浓度镉暴露时, 可使生物体内的抗氧化酶

活性升高, 出现“毒性兴奋效应”, 而高浓度时, 则通常会使

生物体内的抗氧化酶活性受抑制而降低, 生物体内活性氧

过量积累, 导致生物体损伤。以上三个酶活结果与Pan和

Zhang[28]的研究结果相近, 该研究认为将海洋蟹—日本  

(Charybdis japonica)暴露于梯度镉溶液后, 鳃和肝胰腺三种

抗氧化酶活性均先上升后下降。可见对于不同的镉染毒浓度

和暴露时间, 海洋蟹和淡水蟹的不同组织呈现相似的应答

趋势。     

3.3  镉对河南华溪蟹副性腺 MDA、PCO含量和 DPC的

影响 

如果外界的氧化胁迫作用超过生物组织自身的抗氧化

能力时, 那么组织的氧化损伤就会显现出来, 其中, 脂质过

氧化水平即MDA含量变化被认为是细胞氧化损伤机制的主

要标志之一[29] , 在抵抗外源性毒物的过程中产生重要的作

用[30]。它被认为与组织破坏及伴随产生的生物膜功能缺失

是相关的[31]。溪蟹副性腺在暴露于Cd2+ 浓度116 mg/L 时, 

MDA含量较对照组发生极显著性升高, 表明镉极显著性的

诱导了ROS的产生, 随着镉浓度的升高, 膜脂质过氧化损伤

的程度也在不断加深, 也就是说抗氧化能力的丧失, 会导

致 MDA含量本质性的累积, 这可以作为判断自由基产生

的可靠指标。而Jiang等[32]将红螯螯虾(Cherax quadricari-

natus)暴露于梯度镉溶液中, MDA的含量并没有显著的变

化。分析两种结果的差别与镉的浓度、暴露时间、物种的差

异性及组织的特异性有关。已有的研究表明, 副性腺可以促

进精荚的裂解, 为精子的运动提供能量, 这些功能与其上

皮细胞中丰富的线粒体是相关的, 本次实验中MDA含量升

高, 推测在高浓度 Cd2+ 暴露的情况下, 线粒体膜受损, 进

而使其结构乃至功能受到破坏, 从而可能会影响精子的成

活率和运动能力, 而这与马丹旦等[33]关于急性镉胁迫对溪

蟹精子质量的影响结果是一致的。 

DNA也会被ROS攻击, 从而严重影响其结构和功能[34]。

蛋白质可以直接通过活性氧机制直接和DNA交联, 也可以

通过与金属离子结合后间接与DNA交联。DNA-蛋白质交联

会扰乱DNA的正常代谢过程[35]。另外, 蛋白质羰基化也是镉

诱导氧化损伤的指示物之一[36]。本次的研究结果显示, 染毒

的最高浓度组(116 mg/L)在染毒的5d和7d, DNA-蛋白质交

联率(DPC)和蛋白质羰基化(PCO)含量均较对照组发生极显

著升高。Ma等[19]发现, 将溪蟹暴露于镉溶液(116 mg/L)7d

后, 其精子中PCO含量、DPC显著高于对照组, 表明高浓度

的镉胁迫对副性腺的损伤程度与精子的基本相同。结合前期

研究分析认为, 镉对副性腺中蛋白质的损伤, 会干扰其功

能(如消化精荚壁)的正常实行, 进而影响副性腺的功能, 从

而对溪蟹的雄性生殖造成影响。以上结果提示, 镉诱导产生

OH–等自由基, 攻击副性腺中的脂质、蛋白质氨基酸和细胞

内DNA, 进而影响副性腺的功能, 乃至遗传等生命活动的

正常进行。 

4  小结 

(1) 随着镉浓度的增加和染毒时间的延长, 河南华溪

蟹副性腺中镉的富集量逐渐升高, 提示镉可能引起了副性

腺抗氧化系统和蛋白质等生物大分子的损伤。(2)镉胁迫不

但能诱导副性腺氧化应激水平的升高, 而且进一步导致了

副性腺中脂质、蛋白质和 DNA生物大分子的损伤。(3)抗氧

化酶活性、脂质过氧化水平、蛋白质羰基化含量和 DNA-蛋

白质交联率的变化程度能够灵敏反映镉对水生动物生殖系

统的胁迫程度和损伤程度, 可以作为水环境重金属生殖毒

性效应机理研究的评估指标。 
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