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Cu2+对中间球海胆生长、免疫及性腺发育的影响
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摘要：为探讨铜离子(Cu2+)对中间球海胆生长和性腺发育的影响及调控机制，在室内水
槽(200 L)中进行为期60 d的浸泡实验。实验设置测试组(0.02 mg/L Cu2+)和对照组(自然海
水)，每个处理设置3个重复，每个水槽养殖20只海胆(13.58±0.79) g。实验中期和末期分
别测定海胆增重率(WGR)、性腺指数(GI)、抗氧化酶活性和主要卵黄蛋白基因(MYP)表达
量。结果显示，30 d时，测试组的WGR和GI与对照组差异不显著，而60 d时测试组的
WGR和GI显著低于对照组；60 d时，测试组海胆体腔液中过氧化氢酶(CAT)和谷胱甘肽
巯基转移酶(GST)活性均显著低于30 d时的对应值，而丙二醛(MDA)含量较30 d时有所升
高；60 d时，测试组抗氧化能力总体高于对照组，其中体腔液中CAT活性显著高于对照
组。2次取样中，测试组性腺中MYP基因的表达量均显著低于对照组，而测试组消化道
中MYP基因的表达量却显著高于对照组。60 d时，测试组海胆体腔细胞中总蛋白含量显
著高于对照组，而体腔液上清液中总蛋白含量在测试组和对照组之间差异不显著。研究
表明，铜离子能够引起氧化应激，降低海胆的增重率和性腺指数，这可能是通过抑制性
腺MYP表达量及阻碍MYP从消化道向性腺正常转运所致。
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铜离子是维持动物正常生命活动的一种必

需微量元素 [1]。近年来，随着工业废水的大量排

放，海水中铜离子浓度不断增加 [2-4]。铜离子过

量会影响水产动物的生长、免疫力和抗病力，

甚至造成动物大面积死亡 [5-8]。但是，有关重金

属离子影响水产动物性腺发育和繁殖性能的研

究较少。唐建勋等 [ 9 ]对黄颡鱼 (Pel teobagrus
fulvidraco)研究发现，用铅离子(0.10 mg/L)和铜离

子(0.25 mg/L)进行联合攻毒10 d时，各个发育阶

段的卵细胞出现受损，卵巢正常发育受阻，在

染毒20 d时，部分卵细胞出现卵膜脱落和萎缩，

组织学损伤明显。黎东 [10]对罗氏沼虾(Macrobra-
chium rosenbergii)的研究发现，低浓度(0.1 mg/L)
的铜离子会使卵巢组织中的卵母细胞发生轻度

萎缩，而高浓度(1.0 mg/L)的铜离子会导致卵巢

组织中的细胞破裂。

但是，有关重金属影响动物性腺发育的机

制尚不完全清楚。已有研究表明，过量的重金

属铜会导致养殖动物体内积累大量活性氧自由

基，引起氧化应激，损伤组织细胞，从而造成

动物免疫力下降和生长发育迟缓 [11-13] 。王群等 [14]

发现饲料中添加维生素C可以提高雄性中华绒螯

蟹(Eriocheir sinensis)精巢和副性腺中抗氧化酶的

活性，对生殖腺和生殖细胞进行抗氧化保护。

邓旭旭[15]研究发现长时间的苯并芘胁迫会造成栉

孔扇贝(Chlamys farreri)卵巢和精巢中DNA单链断

裂、蛋白质羰基化和丙二醛(MDA)含量的上升。

对雄性大鼠(Rattus norvegicus)的研究表明，酒精

经过氧化代谢产生的自由基会损害精细胞 [16-17]。

在对海胆的研究中发现，镉污染造成的脂质过
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氧化会阻碍海胆生殖细胞的发生，降低生殖细

胞质量[18]。性腺发育的关键是卵黄发生，而卵黄

发生的关键是卵黄蛋白的合成与转运 [19]。因此，

重金属可能通过影响卵黄蛋白的合成与转运来

调控动物性腺发育。

中间球海胆(Strongylocentrotus intermedius)又
称虾夷马粪海胆，因其性腺色泽好、味道鲜

美，深受消费者喜爱，是价值最高的海胆经济

种类之一 [20]。中间球海胆于1989年由日本引入并

开展人工养殖，现已成为我国主要海胆养殖品

种之一[21]。海胆唯一的可食用部分是性腺，因此

性腺品质的优劣决定了海胆的市场价值[22]。海胆

精巢和卵巢均含有丰富的主要卵黄蛋白 (major
yolk protein ，MYP) [23-24]。MYP是由海胆消化管

道和性腺合成的，消化道合成的MYP经体腔液

中营养吞噬细胞运输至卵黄小体贮存[23，25-26]。

因此，本实验以中间球海胆为对象，探讨

水体中铜离子对中间球海胆生长、性腺发育、

抗氧化酶活性、MYP表达量及其在体腔液上清液

和体腔细胞中分布的影响，以期为阐明重金属

影响动物正常性腺发育的机制提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验对象为同一批人工养殖的1龄中间球海

胆，体质量为(13.58±0.79) g，取自大连龙王塘养

殖场。实验前在水槽(1 000 L)中暂养7 d，期间每

天投喂足量的新鲜海带，每3天换水、吸底1次。

实验设置对照组和测试组，对照组为自然

海水(铜离子含量为0~0.32 μg/L)，测试组为铜离

子处理组。CuSO4·5H2O (分析纯)购自天津市天

力化学试剂有限公司，实验前用双蒸水配置成10 g/L
贮备液备用。通过向自然海水中添加CuSO4贮备

液，使得海水中铜离子浓度为0.02 mg/L。已有的

相关研究 [1，7，27]和预实验的结果表明，铜离子浓

度为0.02 mg/L浸泡时对1龄海胆的抗氧化能力影

响最明显，能够使海胆处于慢性胁迫状态。根

据本实验的要求，测试组只选用了氧化慢性应

激时的铜离子浓度，并未设置其他铜离子浓度

梯度。

实验随机选取健康无外伤的中间球海胆

120只进行随机分组，每组3个平行，每个水槽养殖

20只海胆。实验期间每3天全量换水1次，每天添

加适量蒸馏水以保证测试组水体中铜离子浓度恒

定在0.02 mg/L，投喂足量海带以确保海胆表观饱食。

实验期间，水温9~12 °C，氨氮0.009~0.013 mg/L，

溶解氧在6 mg/L以上，盐度28~30。

1.2    实验方法

样品制备         实验时间从2017年3月1日至

2017年4月29日，共60 d。每30 d取样1次，共

2次。实验分为对照组和测试组，每组3个平行，

每次取样时每个平行全部海胆都称重，另外每

次从每个平行随机取6只海胆，按照张伟杰等
[28]的方法测量性腺重。取性腺和消化道用液氮冷

冻并放入–80 °C保存[28]。收集海胆体腔液，离心

(4 °C，3 000 r/min)10 min，分离体腔液上清液和

体腔细胞，保存于–80 °C待测[18]。

抗氧化能力和总蛋白测定         抗氧化能力

的测定采用南京建成生物工程研究所的试剂盒

测定，测试步骤详见说明书。采用黄嘌呤氧化

酶法(羟胺法)测定总超氧化物歧化酶(total super-
oxide dismutase ，T-SOD)活性；采用可见光分光

光度计测定过氧化氢酶(catalase，CAT)活性；采

用比色法测定谷胱甘肽巯基转移酶(glutathione S-
transferase ，GST)活性；采用TBA显色法测定丙

二醛(malondialdehyde，MDA)含量。

采用考马斯亮蓝法分别测定体腔液离心后

的上清液和体腔细胞中总蛋白的含量，标准蛋

白浓度为0.563 mg prot/mL。测定步骤参照南京建

成生物工程研究所的试剂盒说明书进行。

MYP基因表达量的测定         RNA的提取：

用RNA提取试剂盒(天根生化科技有限公司)提取

对照组和测试组的消化道和性腺的总RNA。用

RNase-Free DNaseⅠ除去污染的DNA, 用紫外分光

光度计检测其纯度和浓度，并使用琼脂糖凝胶

电泳检测其完整性。引物的筛选：中间球海胆

MYP定量PCR引物设计参照周遵春等 [29]。引物序

列为F：5′-ACCATATGGACTGACGT-3′，R：

5′-GGGTTCTACCTCGGAGTTGAC-3′，预计扩

增片段长度224 bp；18S rRNA片段的引物序列为

F：5′-GTTCGAAGGCGATCAGATAC-3′，R：

5′-CTGTCAATCCTCACTGTGTC-3′，预计扩增

片段长度251 bp。
通过聚合酶链式反应(Polymerase Chain Reac-

tion，PCR)对引物进行验证，反应按照TksGflexTM

DNA Polymerase试剂盒(TaKaRa)的步骤在Eppen-
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dorf Mastercycler gradient型PCR仪上进行。PCR反

应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，51 °C 30 s
(18S基因和MYP基因的退火温度均为51 °C)，72 °C
30 s，共进行35个循环；72 °C延伸10 min。

用胶回收试剂盒(EasyPure®Quick Gel Extrac-
tion Kit，北京全式金生物技术有限公司)对PCR
产物进行回收，按照pEASY®-T1 Cloning Kit试剂

盒(北京全式金生物技术有限公司)的步骤对胶回

收产物进行连接转化，用2×EasyTap PCR Super-
Mix (＋dye)和M13引物对连接转化得到的菌液进

行验证，送至华大基因进行测序，对测序结果

进行比对，确定为18S和MYP基因。

反转录：反转录按照PrimeScriptTM RT Mas-
ter Mix (Perfect Real Time)试剂盒(TaKaRa)的步

骤，在Eppendorf Mastercycler gradient型PCR仪上

进行。反转录反应体系：5× PrimeScript RT Master
Mix 2 μL；Total RNA 500 ng；RNase Free dH2O补

齐(总反应体系20μL)。反应条件: 37 °C 15 min (反
转录反应)，85 °C 5 s (反转录酶的失活反应)。

2{¢¢CT

2{¢¢CT

Real-time RT-PCR：采用优化好的条件以反

转录产物为模板，使用ABI7500型荧光定量

PCR仪。根据SYBR ®  Fas t  qPCR Mix试剂盒

(TaKaRa)，对反应体系略加调整。反应体系：

SYBR Fast qPCR Mix (2×)10 μL；正向引物 0.8 μL，
反向引物0.8 μL；ROX Reference DyeⅡ 0.4 μL；

模板cDNA 2 μL；ddH2O 6 μL (总反应体系 20 μL)。
反应条件：采用两步法，95 °C 10 s；95 °C 5 s，
51 °C 32 s，40个循环。Real-time RT-PCR计算方

法：采用 法分析MYP基因相对表达量。反

应的融解曲线表明，18S rRNA在  86.5 °C、MYP
基因在  83.7 °C处分别形成单一的特异峰，说明

没有引物二聚体及非特异性扩增产物出现，无

论哪一种浓度的模板都能够得到单一的PCR扩增

产物。通过 3倍梯度稀释得到 5个不同浓度的

cDNA模板，以每个浓度cDNA为模板通过荧光定

量PCR得出每对引物对每个浓度cDNA的Ct值，

以Ct值为纵坐标，lg(模板拷贝数)为横坐标，根

据拟合直线的斜率和E=10(–1/Slope)–1，得出MYP的

扩增效率 (E)。MYP和 18S的扩增效率分别为

1.050和1.036，ΔCt (MYP-18S)绝对值为0.031 3，
约等于0。表明目的基因和内参基因的扩增效率

一致，可以通过 法进行相对定量，满足实

验要求[29]。

计算及数据处理         生长指标包括增重率

和性腺指数，计算方法：

增重率(WGR，%)=(Wf–Wi)/Wi×100
性腺指数(GI，%)=Wx/Wf×100

Wf为每一阶段的海胆体质量，Wi为初始体质量；

Wx为每一阶段海胆的性腺重量。

实验数据采用SPSS 21.0软件中的独立样本

t检验比较对照组与处理组或不同取样时间之间

的均值差异，当P<0.05认为差异显著。数据以平

均值±标准差(mean ± SD, n=3)表示。

2    结果

2.1    生长指标和性腺发育指标

30 d时，对照组和测试组的WGR和GI均无

显著差异(P>0.05)。60 d时，对照组的WGR (37.4%)
显著高于测试组 (21.1%)(P<0.05)；对照组的GI
(13.8%)显著高于测试组(11.9%)(P<0.05)(表1)。

60 d时，对照组的WGR为37.4%，显著高于

30 d时的WGR (21.1%)(P<0.05)，而此时测试组

WGR仅为21.1%，略高于30 d时的对应值(20.3%)
(P>0.05)。60 d时，对照组和测试组的GI分别为

13.8%和11.9%，均显著高于30 d时的对应值

(P<0.05)(表1)。

2.2    体腔液抗氧化能力

30 d时，对照组和测试组T-SOD、CAT和

表 1    Cu2+对中间球海胆增重率(WGR)及性腺指数

(GI)的影响

Tab. 1       Effects of Cu2+ on weight gain rate (WGR) and
gonadosomatic index (GI) of

S. intermedius %

实验组别

experimental group

指标　index

增重率　WGR 性腺指数　GI

对照组(30 d)
control group

21.1±3.0A 9.0±1.3A

测试组(30 d)
test group

20.3±1.0 9.1±0.7A

对照组(60 d)
control group

37.4±4.0aB 13.8±0.6aB

测试组(60 d)
test group

21.1±3.0b 11.9±0.5bB

注：不同小写字母表示同一次取样中测试组与对照组之间差异显著

(P<0.05)，不同大写字母表示两次取样中同一处理组之间差异显著

(P<0.05)，下同

Notes: the different lowercase letters indicate the significant difference
between the  test  group and the  control  group in  the  same sampling
(P<0.05). The different capital letters indicate the significant difference
in the same treatment group between the two samplings (P<0.05), the
same below
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GST的活性和MDA的含量均无显著差异(P>0.05)。
60 d时，测试组T-SOD和GST的活性低于对照组

(P>0.05)，测试组CAT活性(0.16 U/mL)显著低于

对照组(0.30 U/mL)(P<0.05)，而测试组MDA的含

量 较 对 照 组 有 升 高 的 趋 势 ， 但 差 异 不 显 著

(P>0.05)(表2)。

对照组和测试组T-SOD的活性和MDA的含

量在2次取样前后无显著变化(P>0.05)。60 d时，

对照组和测试组CAT的活性分别为0.30和0.16
U/mL，均显著低于30 d的对应值(P<0.05)，对照

组和测试组的GST活性分别为6.90和5.63 U/mL，

均显著低于30 d时的对应值(P<0.05)(表2)。

2.3    MYP基因表达量

在2次取样中，测试组消化道中MYP基因的

表达量均显著高于对照组(P<0.05)。30 d时，测

试组消化道中MYP基因的表达量较对照组高

1.96倍；60 d时，测试组消化道中MYP基因的表

达量较对照组高9.86倍(图1-a)。对照组消化道中

MYP基因的表达量在2次取样前后无显著变化

(P>0.05)。而对测试组而言，60 d时消化道中MYP
基因的表达量较30 d时高0.78倍(P<0.05)(图1-b)。

在2次取样中，测试组性腺中MYP基因的表

达量均显著低于对照组(P<0.05)。30 d时，测试

组性腺中MYP基因的表达量较对照组低93.7%。

60 d时，测试组性腺中MYP基因的表达量较对照

组低79.3%(图2-a)。测试组性腺中MYP基因的表

达量在2次取样前后无显著变化(P>0.05)。而60 d

时对照组性腺中MYP基因的表达量较 30  d低

57.4%(P<0.05)(图2-b)。

2.4    体腔液中总蛋白含量

60 d时，测试组与对照组体腔液上清液中含

表 2    Cu2+对中间球海胆体腔液中抗氧化酶活性和MDA的影响

Tab. 2    Effects of Cu2+ on antioxidant enzyme activity and malondialdehyde in coelomic fluid of S. intermedius

实验组别

experimental group

抗氧化能力　antioxidant capacity

T-SOD/(U/mL) CAT/(U/mL) GST/(U/mL) MDA/(μmol/L)

对照组(30 d)　control group 43.52±1.47 0.50±0.05A 9.20±0.41A 0.90±0.17

测试组(30 d)　test group 44.24±1.29 0.48±0.03A 10.34±0.34A 1.29±0.33

对照组(60 d)　control group 43.95±1.29 0.30±0.02aB 6.90±0.34B 1.14±0.13

测试组(60 d)　test group 41.04±3.82 0.16±0.02bB 5.63±0.57B 1.57±0.22
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图 1    Cu2+对中间球海胆消化道中MYP相对表达量的影响(以18S rRNA为参照)
不同字母表示测试组和对照组或者同一处理组不同取样时间彼此间差异显著(P<0.05)，下同

Fig. 1    Relative expression of MYP in the digestive tract of S. intermedius in response to
Cu2+ (standardized to 18S rRNA)

The different lowercase letters indicate the significant difference in the test group and the control group during the same sampling or in the same
treatment group between the two samplings (P<0.05), the same below
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有的总蛋白含量一致，均为0.273 mg prot/mL。但测

试组体腔细胞中总蛋白含量为0.257 mg prot/mL，

显著高于对照组(0.036 mg prot/mL)(P<0.05)(图3)。

3    讨论

氧自由基的产生与水产动物的健康状况有

十分密切的联系 [30]。60 d时，测试组的增重率显

著低于对照组，这可能是由于铜离子引起氧化

应激导致DNA、蛋白质和脂质的氧化损伤[20]，从

而影响正常生长所致。这与曹亮 [ 3 1 ]在褐牙鲆

(Paralichthys olivaceus)仔鱼中的研究结果一致。

与生长结果类似，本研究发现铜离子会抑

制海胆性腺发育速率。有研究表明，氧化应激

会对性腺的DNA、蛋白质造成损伤，损害生殖

细胞 [15-17]，进而抑制性腺发育。在本研究中，与

30 d相比，60 d时测试组的性腺指数明显增加，

而增重率只是略有升高。一方面，在铜离子胁

迫过程中，海胆需要消耗大量能量来缓解由铜

离子引起的氧化应激对机体造成的危害，从而

降低了用于生长的能量，致使海胆生长延缓；

另一方面，实验期间海胆正处于性腺快速发育

时期，大部分能量被用于性腺发育也是导致海

胆生长缓慢的一个重要原因。

SOD、CAT和GST是动物体内重要的抗氧化

酶。SOD可以降低组织中超氧阴离子的含量，其

活性能够反映氧自由基的代谢情况 [32-33]。CAT能

清除体内浓度过高的过氧化氢，从而使细胞免

受过氧化氢的毒害 [34]。GST是一种以还原性谷胱

甘肽作为底物而发挥抗氧化作用的GSH依赖性抗

氧化酶 [ 3 5 ]。MDA是脂质过氧化作用的最终产

物，其含量的高低能够直接反映脂质过氧化的

程度，也反映出机体被自由基损伤的程度[36]。本

实验中，60 d时，测试组和对照组海胆体腔液中

CAT和GST活性均显著低于30 d，而MDA含量

60 d较30 d时均有所升高。对虾夷扇贝(Mizuho-
pecten yessoensis)的研究表明，升温会降低抗氧

化酶的活性[37]。因此，养殖水温的升高很可能是

导致第2次取样(60 d)抗氧化能力总体高于第1次
(30 d)的一个原因。此外，对于测试组而言，随

着时间的延长，铜离子在海胆体内累积量也随

之增加，铜离子诱导产生的超氧阴离子会消耗

体内大量的抗氧化酶，致使铜处理后的海胆抗

氧化能力相对较差，这可能是导致2次取样，抗

氧化酶活性与海胆体内过氧化水平不一致的另

一个原因。
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图 2    Cu2+对中间球海胆性腺中MYP相对表达量的影响(以18S rRNA为参照)

Fig. 2    Relative expression of MYP in the gonads of S. intermedius in response to
Cu2+ (standardized to 18S rRNA)
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图 3    Cu2+对中间球海胆体腔液中总蛋白含量的影响

Fig. 3    The total protein content in the coelomic fluid of
S. intermedius in response to Cu2+

858 水    产    学    报 42 卷

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


性腺发育的关键是卵黄发生 [38]，卵黄发生

的关键是卵黄蛋白的合成和转运。海胆体腔液

中存在大量MYP，MYP主要是由消化道和性腺

合成的, 在性腺发育时，消化道合成的MYP需要

通过营养吞噬细胞转运至性腺组织，用于性腺

发育和配子发生 [23-25]。2次取样中，测试组性腺

指数和MYP基因的表达量均显著低于对照组。这

说明氧化应激对性腺中MYP基因的表达有明显的

抑制作用，从而抑制了海胆性腺发育，这与邓

旭旭 [15]、Cicero等 [16]和Little等 [17]的研究结果一

致。但本实验同时发现，2次取样，测试组消化

道中MYP基因的表达量都显著高于对照组，这与

性腺中的结果不一致。以往研究表明，MYP表
面富含脂类，容易被氧化，氧化后的MYP被吞

噬后会诱导营养吞噬细胞膜发生脂质过氧化，

进而影响其正常的转运功能[19]。由此推测，氧化

后的MYP和(或)营养吞噬细胞都不能使得消化道

合成的MYP正常转运并累积于性腺组织中，这

可能是导致铜离子处理组海胆性腺指数降低的

主要原因。本实验中，测试组体腔液中体腔细

胞所含有的总蛋白含量明显高于对照组，而体

腔液上清液中总蛋白含量基本相同，这说明测

试组中由消化道合成的大量MYP极有可能未被

运输到性腺中，而是积累在体腔细胞中，这也

可以证明上述猜测。本研究结果表明，在性腺

与消化道之间可能存在与MYP基因表达相关的反

馈调节机制，当性腺中MYP的表达量受到抑制，

消化道中MYP的表达量会上升。但本实验并未对

体腔液中MYP的含量及氧化还原状态进行测

定，后续实验需要对此进行阐明。

4    结论

铜离子能够引起氧化应激，而氧化应激能

降低海胆的增重率和性腺发育速率，这可能是

通过降低性腺MYP基因的表达或阻碍MYP从肠道

向性腺正常转运所致。
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Effects of Cu2+ on growth, immunity and gonad development of
Strongylocentrotus intermedius

LI Min 1,     WU Fanxiu 2,     LÜ Deliang 1,     ZUO Rantao 1*,     CHANG Yaqing 1

(1. Key Laboratory of Mariculture and Stock Enhancement in North China’s Sea,
Ministry of Agriculture, Dalian Ocean University, Dalian    116023, China;

2. The National Fisheries Technology Extension Center, China Society of Fisheries, Beijing    100125, China)

Abstract: This study was conducted to investigate the effects of Cu2+ on the weight gain rate (WGR), gonadosa-
matic index (GI), antioxidant enzyme activities and transcription of major yolk protein gene (MYP) in Strongylo-
centrotus intermedius. All experimental sea urchins were randomly divided into six tanks (200 L), and each tank
was stocked with 20 individuals. Then, the test group was added CuSO4·5H2O to a final concentration of 0.02 mg/L
Cu2+ with natural sea water as the control group. The experiment lasted for 60 days. Results showed that WGR and
GI were significantly lower in the test group than those in the control group at 60 days. The activities of CAT and
GST in the coelomic fluid of sea urchins in the test group were significantly lower at day 60 than those at day 30,
and the activity of CAT was lower in the test group than that in the control group. The MYP transcription was sig-
nificantly lower in the gonads of the test group than that in the control group, but the expression of MYP was signi-
ficantly higher in the digestive tract of the test group than that in the control group. The total protein content was
significantly higher in the coelomocytes of the test group than that in the control group. Results above showed that
the WGR, GI and antioxidant enzyme activities of sea urchins could be reduced by Cu2+. This may be caused by in-
hibiting MYP expression in the gonad and the MYP transportation from the digestive tract to the gonad.

Key words: Strongylocentrotus intermedius; weight gain rate; gonadosomatic index; antioxidant enzyme; major
yolk protein
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