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金属硫蛋白(me
tall o thionti ne

,

简称 M T )
,

又称重金属结

合蛋白
,

是一种低分子量富含半胧氨酸的金属结合蛋 白
。

锌
、

铜
、

福等多种金属元 素均可在体外或体 内诱导组织

M l⋯大量合成〔‘〕
。

已有研究表明
,

MT 在微量元素代谢
、

重

金属富集
、

环境污染 的清除等方面起重要作用 [z, “〕
,

因此
,

选择恰当的启动子是保证外源基因在转基因鱼中成功表

达的最重要因素
。

在转基因鱼的研究过程中
,

使用的转基

因材料从最初阶段的人及其它哺乳类如牛
、

羊等的生长激

素基因发展到现在的鱼的生长激素基因〔个
7卫

,

启动调控顺

序也由小鼠的重金属鳌合蛋白(M f
一

1 )基因发展到鱼的重

金属结合蛋白基因
,

如虹蹲金属硫蛋白基因 [8j
、

鲤 件肌动

蛋白基因回
、

美洲蝶抗冻蛋 白基因〔‘“〕以及鲤金属硫蛋白
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基因 [tl 〕等
,

但无论这些基因是来 自鱼类本身还是其它动

物
,

其启动子基因大都为重金属结合蛋白基因
,

携带这种

MT 启动子基因一旦整合到受体鱼组织中
,

是否会使鱼体

内的重金属含量增高
,

而在食用转基因鱼时
,

人体 内是否

有重金属的积累
,

这些都应是人们普遍关心的问题
。

因

此
,

本研究只是对转基因鲤与未转基因鲤体内的重金属含

量进行了分析
,

同时
,

也对食用该基因鱼的实验动物体内

的重金属含量进行 了测定
,

以了解因重金属在鱼体内过多

的积累而对鱼和人们的健康造成严重毒害的作用
。

1 材料与方法

1
.

1 实验鱼

实验鱼为转黑龙江野鲤的 M T 启动子和大麻哈鱼生

长激素基因的融合基因的性成熟鲤和鱼种(以下简称实验

鱼)
,

是本课题组生产
。

平均体重分别为 2 州川 g 和 80 9
。

1
.

2 对照鱼

对照鱼为正常鲤
,

取自黑龙江水产研究所育种研究室

培育的正常性成熟鲤
,

平均体重为 1 750 90

1
.

3 实验动物

家猫出生后 10 ~

20 d 从群众中购买
,

先喂牛奶 5 一
10

d
,

同时喂少量米饭和肉食
,

待可 以大量吃食后
,

每天按时

投喂用转基因鱼制成的食物 (大米饭加煮熟的转基因鲤
,

对照组为大米饭加煮熟的正常鲤 )
,

实验重复一次
。

实验

组猫和对照组猫各 5 只 [ 12〕
。

1
.

4 生长测定

对实验组猫与对照组猫每 15 天称重一次
,

对数据进

行统计分析
。

1
.

5 重金属测定

转基因鱼与实验动物体 内重金属含量的测定是由黑

龙江水产研究所测定
。

仪器为 日本岛津 入入
~

670 原子吸收

火焰发射分光光度计
。

1
.

6 实验方法

随机取 10 尾转基因鱼与 5 尾对照鱼
,

将鱼体解剖后

分别取出肝
、

肾
、

鳃
、

肌肉等组织 ; 取实验动物的肝
、 ’

肾
、

肌

肉等组织
,

各样品均用干法灰化
。

各称取 3 一

20 9 样品置

于功 m L 瓷增竭中
,

小火炭化
,

然后移人马弗炉中
,

500 ℃

以下灰化 16 h 后取出增锅
,

冷却后再加少量混合酸 (高氯

酸和硝酸)
,

小火加热
,

不使干洞
,

必要时再加少许混合酸
,

如此反复处理
,

直至残渣中无炭粒
,

待柑锅稍冷
,

加 10
n 1L

盐酸(l
二
11 )

,

溶解残渣并定容移人 20 刀IL 容量瓶中
,

稀释

至刻度
,

混匀
、

待测
。

取与样品相同量的混合酸和盐酸 (l:

11 )
,

按同一操作方法作试剂空白实验
。

2 实验结果

2
.

1 鱼体各部位重金属残留量的测定

实验组与对照组中肝和肾的重金属含量大小顺序是

Cu ,

zn
,

c d
,

Pb
,

肌肉和鳃的重金属含量的大小顺序
:

实验

组为 c u ,

zn
,

Pb
,

cd
;对照组为 众

,

c u ,

Pb
,

Cd
,

经数理统计

分析
,

两组无显著差异
。

实验结果见表 lo

2
.

2 重金属在实验动物体内残留量的测定

经数理统计分析
,

两次实验组猫与对照组猫的肝
、 ’

肾
、

肌肉 3 种组织中的重金属锌
、

福的含量
,

组间无显著差别
,

且均在食品标准允许的范围内
,

两组实验结果见表 2
。

表 1 转基因鲤各种组织的金属元素含量
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表 2 实验动物组织的重金属测定结果
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3 生长测定

对实验组猫与对照组猫每 15 天测定一次体重
,

并检

查在生长过程中是否出现异常变化
,

测定结果见表 3 和图

l
。

从图 l 中可 以看出
,

两组猫的生长曲线基本一致
,

只是

在投喂用转基因鱼制成食物 20 d 内
,

对照组猫的生长速

度快于实验组
,

20 d 以后
,

实验组猫的生长速度快于对照

组
,

除此之外
,

米发现有异常现象发生
。

试验组
e XP e r

加en t g r o u P

对照组
e o n t r o l g r o即

衬乱乞
毖卜P。q

助\侧耸

表 3 家猫在喂转基因鲤鱼各实验阶段的体重
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.

3 Th e w e 19 11. of t】le c at fe ll on tlle

tr ans ge ni c c 0 1llll l0 II c a ll〕
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图 l 实验动物生长曲线
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3 讨论

3
.

1 鱼体各部位重金属累积

重金属在常量水平上对生物体都有致病
、

致畸等作

用
,

因此
,

在考虑鱼类的营养性无机物质时
,

也要考虑对

鱼类本身的有害性
,

并进一步考虑对人们食用上的安全

性
。

鱼类对很多金属元素都有较强的富集作用 〔‘“〕
,

由于

元素的种类不同
,

分布到不同部位的值相差也很悬殊
,

其

分布特点显著
,

一般是肝脏比肌 肉高
,

标志 了肝脏在代谢

上的重要性
。

因此
,

研究鱼体金属元素的含量
,

既可以反

映鱼类的生理特点
,

又可 以预测水环境 中重金属污染的

状况
。

在正常鱼类的重金属元素中
,

研究最多的是福
、

锌
、

铜 3 种
,

其次是铅
、

铁
。

本文所测 的 4 种重金属元素

中
,

铜的含量最高
,

除肾组织中的锌含量比铜稍高外
,

各

组织中的重金属元素含量高低依次为铜
、

锌
、

铅
、

福
,

从鱼

体各部位重金属元素的含量看
,

肝
、

肾
、

鳃的含量为最大
,

肌肉部位的含量较低
,

经数理统计分析表明
,

实验组与对
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照组间各部位的重金属含量无显著差别
,

说明转基因鲤

尽管其外源基因含有金属硫蛋白启动子基因
,

并受重金

属离子调控
,

但并没有发现鲤体内有重金属含量的增加
,

鲤 M ,
,

启动子基因在鲤体内具有稳定性
。

所以
,

利用鱼类

自身基因元件构建转基因鱼
,

可以有效避免非鱼类动物

生长激素基因造成的生物不相容性
,

外源鱼类基因在鱼

体内应比哺乳类和人的基因更稳定
,

同时也可顾及生态

系统的相对平衡
。

3
.

2 实验动物体内重金属累积

转基因鲤的外源基因的启动是由金属硫蛋白基因的

启动子来调控的
,

虽然启动子部分的存在是不会大量增

加受体鱼体内的重金属含量
,

因为实验动物在摄人外来

D N A 后
,

经消化
,

已被分解为很细小的片段
,

这些片段无

法包含完整的基因
。

另外
,

进人动物体内的基因要起作

用
,

还必须使摄人的外源 。N A 整合到食用动物体内
,

只

有做到这一点
,

才能使获得的外源基因进行工作
,

这是很

困难的
。

但为了得到正确的结果
,

测定了实验动物的重

金属含量
,

结果表 明
,

两组实验动物猫的重金属锌
、

锅含

量无显著差别
,

这也证实了转基因鲤不仅没有增加鲤 自

身体内的重金属含量
,

也没有增加食用动物体内的重金

属含量
。

由此可见
,

转大麻哈鱼生长激素基因鲤对食用

动物生理影响的实验结果显示
,

摄食转
“

全鱼
”

基因鲤
,

对

猫在生长
、

病理解剖
、

血液参数分析
、

细胞化学检测和重

金属含量的累积等方面没有显著性影响「’“」
,

转大麻哈鱼

生长激素基因鲤对食用它的动物或人的生理是没有直接

损害的
。

通过上述实验
,

并未发现携带 M T 启动子的大麻哈鱼

生长激素基因
,

在转基因鲤及食用动物猫体内有重金属

累积现象
,

说明金属硫蛋 白除了与重金属离子具有高度

亲和性和能被重金属离子诱导外
,

并没有增加转基因鱼

体内的重金属含量
,

重金属在鱼体内的累积主要还是与

生活的水环境有关
,

在同一水体
,

鱼类因种类
、

规格
、

重金

属污染物及生存条件不同
,

累积状况也不同
。

鱼生活在

水中
,

可 以通过鳃和皮肤与周 围水体进行离子交换
,

从水

体中吸收的某些重金属离子
,

一旦进人体 内累积成为内

毒
,

就会破坏鱼体内酶的活性
,

造成鱼畸变或死亡
,

这一

点
,

转基因鱼和正常鱼是一样的
。

因此
,

如果鱼生活的水

体被环境污染
,

就会威胁影响鱼类的生存
,

同时也会影响

人类的生存
。

所以
,

以鱼类的健康状态为标准
,

了解转基

因鱼体内的重金属含量是有必要的
。
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