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钙镁钾离子混合物对水体中几种重金属
离子毒性的影响及作用机理

张瑞雪,王丹,周彦宏,张家欢,李珊珊,徐浩

(西安交通大学能源与动力工程学院,710049,西安)

摘要:为明确水体中常见的钙镁钾离子混合物对重金属离子Cu2+、Zn2+、Cr6+、Cd2+和Fe3+毒性的影

响,以明亮发光杆菌T3(PhotobacteriumphosphoreumT3)为受试生物,进行急性毒性测试并通过生化

指标及核心发光基因表达量变化进行机理解析。结果表明:单一重金属离子对明亮发光杆菌T3的毒

性大小为Zn2+>Cd2+>Cu2+>Fe3+>Cr6+,在添加不同浓度Ca2+-Mg2+-K+混合液后重金属离子的

毒性降低,当Ca2+、Mg2+和K+质量浓度分别为13.40、8.00和26.20mg/L时,联合毒性最弱;重金属

离子质量浓度较低(<2.0mg/L)时,重金属离子与Ca2+-Mg2+-K+混合液之间呈拮抗作用,并出现明

显的兴奋刺激效应;随着重金属离子质量浓度的增加,联合作用逐渐转为加和作用;Ca2+-Mg2+-K+

混合液的加入使细胞内活性氧质量下降,超氧化物歧化酶活性以及还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

质量上升,使得菌体抗氧化能力增强,并刺激氧化还原反应来提升能量供应水平,从而降低金属离

子的毒性。该研究可为实际水体中混合重金属离子的毒性评估和调控提供数据参考。
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EffectandMechanismofCalcium-Magnesium-PotassiumIon
MixturesonToxicityofHeavyMetalIonsinWater

ZHANGRuixue,WANGDan,ZHOUYanhong,ZHANGJiahuan,LIShanshan,XUHao
(SchoolofEnergyandPowerEngineering,Xi’anJiaotongUniversity,Xi’an710049,China)

Abstract:Inordertodeterminetheeffectofcommoncalcium-magnesium-potassiumionmixtures
inwateronthetoxicityofheavymetalions,suchasCu2+,Zn2+,Cr6+,Cd2+andFe3+,acute
toxicitytestsarecarriedoutusingPhotobacteriumphosphorium T3asthetestedorganism.
Mechanisticanalysisisperformedthroughbiochemicalindicatorsandchangesintheexpression
levelsofcoreluminescentgenes.Theresultsindicatethatthetoxicityofindividualheavymetal
ionstothebioluminescentbacteriumT3followstheorder:Zn2+>Cd2+>Cu2+>Fe3+>Cr6+.
ThetoxicityofheavymetalionsdecreasesaftertheadditionofdifferentconcentrationsofCa2+-
Mg2-K+ mixed solution,with the weakestcombined toxicity observed when the mass
concentrationsofCa2+,Mg2+,andK+ are13.40,8.00,and26.20mg/L,respectively.
Moreover,whentheconcentrationofheavymetalionsislow (<2.0mg/L),anantagonistic
effectisobservedbetweentheheavymetalionsandtheCa2+-Mg2+-K+ mixture,accompaniedby
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asignificantstimulatingeffect.Astheconcentrationofheavymetalionsincreases,thecombined
actiongraduallyshiftstowardsanadditiveeffect.TheadditionofCa2+-Mg2+-K+ mixedsolution
leadstoadecreaseinintracellularreactiveoxygenspecieslevels,anincreaseinsuperoxide
dismutaseactivityandthecontentofreducednicotinamideadeninedinucleotide,enhancingthe
bacterium’santioxidantcapacityandstimulatingredoxreactionstoimproveenergysupplylevels,

therebyreducingthetoxicityofmetalions.Thestudycanprovidedatareferenceforthetoxicity
evaluationandregulationofmixedheavymetalionsinactualwaterbodies.
Keywords:heavymetalions;combinedtoxicity;hormesis;Photobacteriumphosphoreum T3

  近年来,科技进步带来的工业迅速发展使水体

质量不断恶化,中国生态环境部公布的《第二次全国

污染源普查公报》中表示,2017年全国重金属排放

量182.54t,七大流域(长江、黄河、珠江、松花江、淮
河、海河、辽河)重金属排放量154.94t。由于重金

属无法被微生物降解,并且会通过食物链积蓄在人

体内,因此重金属对生态环境及人类生活都产生了

较为严重的影响[1-3]。根据《地表水环境质量标准》
(GB3838—2002),Cu2+、Zn2+、Cr6+、Cd2+、Fe3+ 作

为污染影响程度较高的重金属离子值得被关注,其
质量浓度都被要求在1.0mg/L以下[4]。作为保证

天然水体渗透压必不可少的Ca2+、Mg2+ 和 K+,受
人类活动影响在水体中的浓度不断增加,这一方面

会对生物造成不利影响,另一方面也会对重金属离

子在生物体内的毒性产生影响[5-8]。为此,选择合适

的方式去探究Ca2+、Mg2+、K+ 和重金属离子之间

的相互作用是十分重要的。
发光细菌作为一类能够在生长过程中发出荧光

的细菌,当其接触到有毒物质后,菌体的正常代谢及

发光系统会受到影响,从而使发光强度发生变化,因
此可以用发光细菌确定污染物的毒性[9-10]。同时,
通过检测菌体的生化指标及荧光素酶核心基因转录

水平的变化可以进行毒理分析。对混合物进行毒性

评估时,其联合毒性并不是简单的单一污染物的毒

性加和,各物质之间的相互作用可以被分为拮抗作

用、相加作用、协同作用和独立作用[11-13]。为明确

多种污染物的联合毒性类型,学者们提出了几种

研究模型来预测污染物的联合毒性,主要包括浓

度加和(CA)模型、独立作用(IA)模型和两阶段

(TSP)模型。CA模型和 TSP模型更适合多组分

混合体系的联合作用评价,但它们会存在不能预

测的“盲区”。而IA模型作为根据各组分单独存

在时在某浓度引起的效应计算得到该浓度下混合

物的效应总和来确定具体的联合毒性效应的模

型,其计算相对简便,适用性较强,故本文选择该

模型作为预测模型[14-15]。
为探究Ca2+-Mg2+-K+混合物对水体中的重金

属离子Cu2+、Zn2+、Cr6+、Cd2+、Fe3+ 的毒性影响,
本研 究 利 用 明 亮 发 光 杆 菌 T3(Photobacterium
phosphoreumT3)作为毒性测试菌体,并利用IA模

型预测联合毒性,判断混合物的联合毒性效应类

型。进一步通过测定总蛋白(TP)、活性氧(ROS)、
超氧化物歧化酶(SOD)、还原型烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸(NADH)和基因转录水平等指标的变化来

阐述重金属离子混合污染物的潜在机理,以期为

评价多种重金属离子混合污染的潜在风险提供数

据支撑。

1 材料和方法

1.1 实验材料

实验菌种选用明亮发光杆菌T3变种(实验室

保藏菌种)[16],待测金属化合物及标准液均购自上

海阿 拉 丁 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司,纯 度 不 低 于

99.9%,其余化学试剂为分析纯。

1.2 金属样品液的配制

单一重金属溶液的配制:设置实验浓度区间,最
低质 量 浓 度 设 为 0.1mg/L,Cu2+、Zn2+、Cr6+、

Cd2+、Fe3+最高质量浓度分别设为20、10、100、30、

20mg/L。金属液样品 中 添 加 质 量 分 数 为3%的

NaCl溶液以保证菌体的发光亮度。
混合金属溶液的配制:根据单一Ca2+、Mg2+和

K+对菌体作用的浓度-效应曲线,利用等效应固定

浓度比射线法,按半抑制浓度等效应固定浓度比配

制Ca2+、Mg2+、K+ 混合液(简称CMK)。以 Mg2+

为基准取菌体发光抑制率分别为0%、50%、100%
时的浓度并计算Ca2+、K+的浓度,将其混合后作为

低、中、高3种浓度混合液(简称为LCMK、MCMK、

HCMK),此时混合液总效应为50%[17-20],具体浓度

设置见表1。

681



 第11期 张瑞雪,等:钙镁钾离子混合物对水体中几种重金属离子毒性的影响及作用机理

 http:∥zkxb.xjtu.edu.cn 

表1 不同浓度CMK混合液中各离子的浓度

Table1 ConcentrationofeachionintheCMK mixtureat
differentconcentrations

离子
质量浓度/(mg·L-1)

LCMK MCMK HCMK

Ca2+ 6.72 13.40 20.14

Mg2+ 4.00 8.00 12.00

K+ 13.10 26.20 39.30

1.3 明亮发光杆菌T3的急性毒性检测

适宜条件下培养明亮发光杆菌 T3(简称 T3
菌)并在液体培养基中传代[16],作为测试菌液待用,
使菌液的光密度保持为1.0左右,此时相对发光值

约为1.5×109。根据《水质急性毒性的测定发光细

菌法(GB/T15441—1995)》进行待测样的15min急

性毒性测试。测试菌液与待测样体积比为1∶2[21]。

1.4 毒性机理相关指标的检测

将菌体破碎并离心(4℃,5000r/min)后取上清

作为待测液。分别用试剂盒测定样品的总蛋白浓

度、活性氧(ROS)含量、超氧化物歧化酶(SOD)活性

和还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)含量。
为更直观地指示各生化指标的变化,采用测试样品

与空白对照的指标比(η)即相对质量或相对活性作

为评价指标[22],计算方法如下所示

η=P/P0 (1)
式中:P 为实验组生化指标质量或活性;P0 为对照

组生化指标质量或活性。当η>1时,表示该生化指

标含量或活性上升,反之则表示降低。
基于急性毒性检测方法,将测试体系等比例扩

大至30mL。将菌体离心(4℃,5000r/min)洗涤

后,用试剂盒依次进行菌体的总核糖核酸提取、反转

录以及实时荧光定量聚合酶链式反应。以16S
rRNA为内参基因对目标基因的转录水平进行相对

定量,通过mRNA相对表达量判断基因转录水平的

变化,当mRNA相对表达量大于1时基因表达水平

表现为上调,当mRNA相对表达量小于1时基因表

达水平表现为下降[23]。

1.5 数据处理

1.5.1 浓度-效应曲线拟合模型

采用发光抑制率来量化毒性效应。为了更好地

评价测试样品的毒性,本研究选择拟合模型来计算

半抑制浓度。通过使用软件 GraphpadPrism9.0
选择四参数Logistic(4PL)模型对实验数据进行非

线性拟合,模型表达式为

Y =Ymin+Xk(Ymax-Ymin)
Xk+C

(2)

式中:Y 为样品引发的毒性效应;X 为样品浓度;
Ymax 为样品引发的毒性效应最大值;Ymin 为样品引

发的毒性效应最小值;k为拟合曲线的斜率;C 为样

品引发的毒性效应为50%时的反应物浓度。
1.5.2 联合毒性评价方法

采用IA模型评价混合物联合毒性[15],具体公

式为

I(Cmix)=1-∏
n

i=1

[1-I(Ci)] (3)

式中:I(Cmix)为混合物总发光抑制率;n为混合物

中存在的组分总数;I(Ci)为第i个组分单独存在且

浓度为C 时的发光抑制率。
根据实验数据以及式(3),计算混合物在不同浓

度下的毒性效应预测值及95%置信区间,利用4PL
模型对IA模型预测数据(I(Cmix))和实测数据进行

拟合,根据拟合所得的两条曲线的相对位置来评价

混合物的联合毒性[24](见图1)。其中,a1 ~a2 浓度

区间内,实测曲线位于IA预测曲线之上,联合毒性

表现为协同作用;类似地,在a2 ~a3 浓度区间内联

合毒性表现为相加作用;在a3~a4浓度区间内联合

毒性表现为拮抗作用。

图1 IA模型评价联合毒性示意图

Fig.1SchematicdiagramofthecombinedtoxicityofIA
modelevaluation

1.5.3 显著性差异分析方法

实验结果以平均值±标准差来表示,并利用

GraphpadPrism9.0进行t检验,分析实验组和对

照组是否存在显著性差异。当P≤0.05时表示有

统计学差异,P≤0.01表示有显著统计学差异,P≤
0.001表示有非常显著的统计学差异,P≤0.0001
表示有极其显著的统计学差异。

2 结果与讨论

2.1 不同浓度CMK对重金属离子的急性毒性影响

2.1.1 添加CMK后重金属离子的毒性效应

Ca2+、Mg2+、K+是天然水体中占比较大的3种

离子,为了明确不同浓度的CMK混合液对其他重金
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属离子毒性的影响,进行15min急性毒性测试[6]。测

试结果表明,LCMK、MCMK和HCMK对T3菌的发

光抑制率均小于0,分别为-18%、-26%和-19%,
说明3种浓度的CMK混合液都会对T3菌产生发光

刺激作用,其刺激效应大小为 MCMK>LCMK≈
HCMK。将毒性测试数据使用4PL模型进行拟合,
其对应的浓度-效应曲线如图2所示。

(a)Cu2+
 

(b)Zn2+
 

(c)Cr6+

(d)Cd2+
 

(e)Fe3+

图2 5种重金属离子和不同浓度CMK共存时的浓度-效应曲线

Fig.2Concentration-effectcurvesoffiveheavymetalionswithdifferentconcentrationsofCMK

  5种重金属离子添加CMK前后的半抑制浓度见

表2,可以发现,重金属离子单一毒性大小为Zn2+>
Cd2+>Cu2+>Fe3+>Cr6+;5种重金属离子即使在浓

度很低时也表现出抑制T3菌发光的毒性作用,但并

没有呈现出浓度较低时刺激发光,而浓度较高时抑制

发光的 低 促 高 抑 的 毒 性 兴 奋 效 应(Hormesis)现
象[11]。对于同一重金属离子,在测试浓度范围内,发
光抑制率随着浓度的增加而增加,直至抑制率达到

100%,此时毒性作用达到最大,表现出一定的浓度

依赖性,但当不同浓度的CMK添加到重金属离子

溶液后,各测试组均呈现出毒性兴奋效应。
表2 5种重金属离子添加CMK前后的半抑制浓度

Table2 Halfmaximalinhibitoryconcentrationvaluesoffive
heavymetalionsbeforeandafterCMKaddition

组别
半抑制浓度/(mg·L-1)

Cu2+ Zn2+ Cd2+ Fe3+ Cr6+

Mn+ 4.00 0.43 3.48 12.33 42.13
Mn+-LCMK 5.76 2.38 12.37 13.26 17.60
Mn+-MCMK 9.56 3.58 7.43 13.05 42.23
Mn+-HCMK 6.51 3.35 14.31 13.41 32.63

 注:Mn+中 M为金属,n为金属离子的电荷数。

5种重金属离子随浓度变化而产生的毒性效应

变化趋势并不完全相同,其中Cu2+、Zn2+和Cd2+的

毒性效应变化趋势较为一致。添加钙镁钾离子混合

物后的浓度-效应曲线均低于未添加钙镁钾离子混

合物的曲线(图2(a)、2(b)和2(d)),说明加入CMK
后混合离子的半抑制浓度大于单一离子的半抑制浓

度,对菌体的毒性降低。特别是在添加 MCMK后,
在重金属离子浓度较低(0.1mg/L)时,Cu2+、Zn2+

和Cd2+均出现了明显的兴奋效应现象,此时的发光

抑制率分别为-21.67%、-24.00%和-8.41%。
添加CMK后各重金属离子的最大发光刺激效应与

CMK混合液单一作用时相近,此时单一重金属离

子的毒性较小,发光抑制率约为0%,这与 Masoud
等的研究结果[25]相似。类似地,在Li等对药物三

七的研究中发现,一方面由于Ca2+和Cd2+具有相似

的离子半径和相似的化学性质,二者会竞争吸附位

点,当溶液中存在Ca2+和Cd2+时,Ca2+可以显著降低

植物对Cd2+的吸收,从而降低Cd2+的毒性;另一方面

Ca2+后会促进CC(钙通道蛋白)、ATP(腺嘌呤核苷三

磷酸)酶和CAXs(阳离子/H+反转运蛋白)活性的增

加,从而有效增加Cd2+的外排和解毒[26]。

Cr6+的毒性效应变化趋势与上述3种重金属离

子并不相同(图2(c))。Cr6+与不同浓度的CMK混

合液的半抑制浓度大小顺序为Cr6+-MCMK≈Cr6+

>Cr6+-HCMK>Cr6+-LCMK,说 明 加 入 MCMK
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后混合液的半抑制浓度大于单一离子的半抑制浓

度,对菌体的毒性降低,这与Cu2+、Zn2+ 和Cd2+ 的

结论一致;但加入LCMK和 HCMK后混合液的半

抑制浓度小于单一离子半抑制浓度,呈现为对菌体

的联合毒性加强。这可能是因为Cr6+质量与CMK
之间竞争关系较小,毒性效应主要表现为独立作

用[26-27]。在分别添加HCMK和 MCMK后,Cr6+质

量浓度较低时同样出现兴奋效应,最大发光刺激效

应分别为-22.25%和-10.34%。测试的重金属离

子中,Fe3+(图2(e))在添加CMK混合液后毒性变

化最 小,各 待 测 样 的 半 抑 制 浓 度 大 小 为 Fe3+-
HCMK>Fe3+-LCMK>Fe3+-MCMK>Fe3+,即加

入CMK混合液后其半抑制浓度大于单一离子,对菌

体的毒性降低。随着Fe3+浓度的增加,对T3菌的毒

性呈先降低后增加的趋势。值得注意的是,当Fe3+

质量浓度小于9mg/L时,其浓度的变化对毒性的影

响较小;当浓度在9~16mg/L时,Fe3+毒性随浓度迅

速增加。与He等[27]的研究类似,在Caco-2细胞中,

Fe3+质量浓度低于1.5mmol/L时,细胞可以使用内

在的抗氧化酶(过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化酶)抵
抗Fe3+的氧化损伤,Fe3+质量浓度高于1.5mmol/L
时,Fe3+会降低细胞抗氧化基因的表达,同时能够

与次氮基三乙酸脂结合诱导脂质过氧化,降低细胞

的膜稳定性,进一步增加氧化损伤。

2.1.2 重 金 属 离 子 与 不 同 浓 度 CMK 混 合 液 的

联合毒性类型

  为了进一步评价CMK的存在对重金属离子毒

性的影响以及CMK和重金属离子之间的联合毒性

类型,利用IA模型计算添加CMK后的预期数值,
并基于4PL模型对实测值和预期值进行拟合得到

IA拟合曲线,如图3所示。
由图3(a)~(c)可见,Cu2+-LCMK的实测曲线与

IA曲线有明显的交叉,表明联合作用类型随浓度的

升高发生了变化,从低浓度时的拮抗作用转变为高浓

度时的协同作用。这与图2(a)中的结果一致,即

Cu2+浓度小于交叉点浓度(5.06mg/L)时LCMK的

添加会降低毒性,反之会增大毒性。Cu2+-MCMK和

Cu2+-HCMK在整个测试浓度区间同样表现为拮抗

作用,且这种拮抗作用的强度随着Cu2+ 浓度的增加

呈先增后减的趋势,其中Cu2+-MCMK表现出的拮抗

作用强度最大,这与 MCMK的添加降低毒性效果最

大的结论一致。目前已有研究表明,水中Ca2+ 浓度

的增加可以降低Cu2+对水生生物的毒性效应,这与

转运蛋白之间的竞争性结合有关。Peter等[28]的研

究表明,铜会竞争性地抑制钙结合位点,例如钙激活

钾通道(K-Ca),当Ca2+ 质量浓度为50~100mg/L
时,暴露在Cu2+中的鲶鱼的死亡率下降。

对于Zn2+与Cd2+ 来说,在添加不同质量浓度

的CMK之后,同样在整个测试浓度区间表现出明

显的拮抗作用(图3(d)~(i))。造成该结果的原因

可能是Zn2+在生物体内与Ca2+、Mg2+ 之间存在竞

争关系,这一结果与Paylar等[29]的研究一致,即水

体中的Ca2+、Mg2+能够降低暴露在Zn2+ 下大型溞

的死亡率,与Zn2+之间为拮抗作用,而Cd2+会争夺

Ca2+通道。研究表明Cd2+与Ca2+在生物体内会有

显著的拮抗作用,其原因是Cd2+ 与Ca2+ 的半径相

似,因此会竞争Ca2+结合位点,从而抑制Cd2+被吸

收[30-31]。Zn2+与Cd2+拮抗作用强度的变化与Cu2+

一致,即随着重金属离子浓度的增加而先增加后减

小,这一变化趋势与降低毒性效应的变化相符。观

察其拮抗作用的强度可以发现,Zn2+与Cu2+规律一

致,添加 MCMK表现出的拮抗作用的强度最大,在

1.8mg/L时 对 菌 体 的 毒 性 降 低 的 程 度 最 大,为

115%;而Cd2+添加 MCMK后表现出的拮抗作用的

强度最小,这与添加 MCMK后对毒性的降低效果表

现一致。Fe3+ 与不同浓度的CMK之间(图3(j)~
(l))同样表现为拮抗作用,拮抗作用的强度随着

Fe3+浓度的增加呈逐渐增加的趋势。与其他几种

重金属离子相比,加入CMK混合液后带来的毒性

变化较小,并且添加 MCMK后拮抗作用的强度最

低,降低毒性的效果也最差。
如图3(m)~(o)所示,Cr6+与LCMK的联合毒

性作用表现为协同作用,且协同作用的强度随着

Cr6+浓度的增加先增加后减小,说明混合液的毒性

随之先增后减;添加HCMK后的实测曲线与IA曲

线基本重叠,说明Cr6+ 与CMK表现为简单的加和

作用,与图2(c)中的结论一致。这种差异究其原因

可能是引起毒性作用的途径不同,通常Cr6+经由磷

酸盐通道进入细胞内,与CMK竞争关系较弱,在

LCMK下,Cr6+主要集中在细胞膜附近并改变细胞

膜的通透性并对菌体造成损伤;而随着CMK浓度

的增加,在加入 MCMK后由于 Mg2+能够降低磷酸

盐含量并促进Cr6+进入细胞内,此时Cr6+与细胞内

还原剂反应生成Cr3+,因此混合液对菌体的毒性比

单一金属离子的毒性低。添加 MCMK后在整个浓

度区间为拮抗作用,并且拮抗作用的强度也随着

Cr6+浓度的增加而先减后增,与其他浓度的CMK
相比达到了最大的拮抗作用的强度[32-34]。
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(a)Cu2+-LCMK

 
(b)Cu2+-MCMK

 
(c)Cu2+-HCMK

(d)Zn2+-LCMK

 
(e)Zn2+-MCMK

 
(f)Zn2+-HCMK

(g)Cd2+-LCMK

 
(h)Cd2+-MCMK

 
(i)Cd2+-HCMK

(j)Fe3+-LCMK

 
(k)Fe3+-MCMK

 
(l)Fe3+-HCMK

(m)Cr6+-LCMK

 
(n)Cr6+-MCMK

 
(o)Cr6+-HCMK

图3 添加不同浓度CMK后各重金属离子毒性的实测曲线及IA曲线

Fig.3 MeasuredandIAcurvesofthetoxicityofeachheavymetalionaftertheadditionofdifferentconcentrationsofCMK
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  以上结果表明:添加CMK后混合液的毒性与

单一重金属离子存在时相比毒性降低,其原因可能

与转运蛋白之间的竞争性结合有关。同时CMK与

低浓度的重金属离子共存时会产生兴奋效应现象,
刺激T3菌发光;重金属离子浓度较高时,混合液引

起的发光抑制率基本为100%,毒性较大且IA拟合

曲线与实测曲线的重合程度较高,表明此时CMK
与测试重金属离子之间的相互作用较弱,更倾向于

简单的加和作用。值得注意的是,MCMK对重金属

离子毒性的影响最大,因此为了进一步探究CMK
混合液与重金属离子的联合毒性效应机理,选择添

加 MCMK进行后续的机理研究。

2.2 MCMK影响重金属离子毒性的机理研究

2.2.1 添加 MCMK后重金属离子对生化指标的

影响

  基于前面的实验结果,取重金属离子为0.1mg/L
(低浓度),以及混合液毒性效应为50%半抑制浓度

和100%全抑制浓度处重金属离子的浓度点测定添

加CMK前后菌体内ROS、SOD和 NADH 等生化

指标的变化,并通过总蛋白含量进行均一化。

  添加MCMK前后各重金属离子对T3菌生化指

标的影响如图4所示,图中*表示P≤0.05,**表示

P≤0.01,***表示P≤0.001,****表示P≤0.0001。
加入重金属离子后,T3菌体内ROS的相对质量随

着重金属离子浓度的增加呈先增后减的趋势,其中

Fe3+浓度变化导致的ROS相对质量变化微弱,η最

高仅为1.27。当5种重金属离子质量浓度为0.1
mg/L时,添加 MCMK后菌体内ROS的相对质量

与未加CMK相比均下降,表明此浓度下MCMK的

添加有利于降低菌体内的ROS相对质量。ROS作

为自然代谢过程中产生的分子,同样也是毒物的效

应分子,当菌体周围存在污染有害物质时,ROS会

迅速增加,当抗氧化能力与其不平衡时会诱发氧化

应激,并对菌体造成各种损伤[35-36],意味着ROS的

相对质量与毒性可能具有相关性,此时ROS相对质

量的下降可能是图2在低浓度下出现兴奋效应现象

的原因之一。在半抑制浓度处的浓度点,除Fe3+外

添加 MCMK后菌体内的ROS相对质量降低,并且

降低程度比低浓度下更为显著。浓度为全抑制浓度

时与未添加CMK的菌体相比添加CMK后ROS相

(a)Cu2+的ROS

 
(b)Cu2+的SOD

 
(c)Cu2+的NADH

(d)Zn2+的ROS

 
(e)Zn2+的SOD

 
(f)Zn2+的NADH

(g)Cd2+的ROS

 
(h)Cd2+的SOD

 
(i)Cd2+的NADH
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(j)Fe3+的ROS

 
(k)Fe3+的SOD

 
(l)Fe3+的NADH

(m)Cr6+的ROS

 
(n)Cr6+的SOD

 
(o)Cr6+的NADH

图4 添加 MCMK前后各重金属离子对T3菌生化指标的影响

Fig.4EffectsofheavymetalionsonT3biochemicalindexesbeforeandafterMCMKaddition

对质量明显上升,此时重金属离子与 MCMK的相

互作用类型为简单加和作用,毒性增加,而Cr6+ 在

此时 引 起 的 ROS 相 对 质 量 从 1.84 降 为1.69
(图4(m)),与前面的毒性变化一致。

SOD作为生物体内抗氧化金属酶是ROS的清

除剂之一,在机体氧化与抗氧化平衡中起到了重要

作用[32]。在未添加CMK时,T3菌体内的SOD活

性随着5种重金属离子浓度的增加先增后降,其变

化趋势与ROS质量变化类似。5种重金属离子在

0.1mg/L时的η约为1,表明此时重金属离子的添

加引起的变化微弱。添加 MCMK后菌体的SOD
活性都出现了明显的上升,并且在半抑制浓度处的

SOD活性 显 著 高 于0.1mg/L 时 的 SOD 活 性。

SOD活性的上升,有利于降低细胞内的ROS质量,
并减少由氧化应激反应所造成的细胞损伤,这与

ROS的质量变化相关联。T3菌接触浓度为全抑制

浓度处的待测液后,SOD活性同样大幅度的增加,
但ROS质量反而上升,这种差异可能是因为ROS
相对质量并非受SOD单独影响。特别地,全抑制浓

度下Cr6+的SOD活性涨幅弱于其他重金属离子

(图4(n)),这可能是由于Cr6+在胞内会被各类还原

剂还原为Cr3+,其中也包含了SOD[32]。从上述结

果可以推测,SOD活性的上升可能是重金属离子毒

性被弱化的原因之一。

NADH作为氧化还原反应的重要底物之一,同

时也是超氧化物和其他ROS形成的关键底物,能够

在NADH 氧化酶或线粒体的电子传递链中充当电

子供体,而ROS能够打开线粒体通透性转换孔,允许

NADH自由通过细胞质,因此ROS和NADH之间的

相互作用对维持和破坏细胞内氧化还原稳态具有重

要意义[37]。在加入单一重金属离子后,NADH相对

质量变化同样呈先增加后下降的趋势,这与ROS相

对质量和SOD活性在加入单一重金属离子后的变化

相似。添加 MCMK后,胞内的 NADH相对质量上

升,变化幅度与SOD活性的变化幅度相近,表明

CMK的添加能够促进NADH的生成,猜测这也是

重金属离子毒性能够被弱化的原因之一。
通过对T3菌生化指标的分析,诱导ROS产生

引起氧化应激反应是重金属离子对T3菌的毒性作

用的原因之一。添加 MCMK后,菌体内的NADH
相对质量增加,SOD活性也大幅上升,这可能使得

菌体的抗氧化能力增强,降低ROS的相对质量,降
低重金属离子造成氧化损伤,最终呈现出毒性削弱

的现象。

2.2.2 添加MCMK后重金属离子对发光核心基因

转录水平的影响

  为了进一步探究CMK造成的毒性弱化现象之

间可能的联系,对添加 MCMK后金属离子对T3菌

体内发光关键基因luxB的转录水平进行了测试,
以信使核糖核酸(mRNA)的相对表达量来表示
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luxB的转录水平,结果如图5所示。
对于单一重金属离子存在时,Cu2+、Cd2+ 和

Fe3+对T3体内luxB的转录水平影响相似。随着

重金属离子浓度的增加,luxB转录水平呈先降低后

增加的趋势,半抑制浓度处luxB的转录水平明显

下调。单一Zn2+处理后,luxB转录水平随着重金属

离子浓度的增加不断降低,并且质量浓度为4mg/L
和10mg/L时其转录水平下降。添加 MCMK后,

luxB的转录水平在低浓度重金属条件下明显降低,

只有在全抑制浓度下菌体的luxB转录水平升高。
而Cr6+则与之相反,在半抑制浓度(20.0mg/L)处
的 转 录 水 平 呈 最 大 值,并 且 在 添 加 MCMK 后,

0.1mg/L时的转录水平有所升高,与其他重金属

离子的变化并不相同。将结果与菌体的发光响应

相比较(图2),luxB转录水平与发光响应随重金

属离子浓度的变化呈现的规律性并不对应,这表

明重金属离子并不会通过改变核心发光基因luxB
的表达水平来引起毒性。

(a)Cu2+的luxB

 
(b)Zn2+的luxB

 
(c)Cd2+的luxB

(d)Fe3+的luxB

 
(e)Cr6+的luxB

图5 添加 MCMK前后各重金属离子对T3菌的luxB转录水平的影响

Fig.5EffectofheavymetalionsontheluxBtranscriptionlevelofT3beforeandafterMCMKaddition

3 结 论

本研究基于明亮发光杆菌T3进行急性毒性测

试,结合T3菌体内生化指标(ROS、SOD、NADH)
及发光核心基因转录水平的变化,探究Ca2+-Mg2+-
K+混合液对Cu2+、Zn2+、Cr6+、Cd2+、Fe3+ 的毒性

影响和联合毒性作用机理,主要结论如下。
(1)单一重金属离子对明亮发光杆菌T3的毒

性大小为Zn2+>Cd2+>Cu2+>Fe3+>Cr6+,重金

属离子单独作用时没有兴奋效应现象,而在添加不

同质量浓度CMK后则会出现明显的兴奋效应现

象,其中添加 MCMK后的兴奋效应现象最为显著。
(2)当重金属离子浓度较低(0.1mg/L)时,其

与CMK混合液呈现出拮抗作用,也就是CMK会

降低单一重金属离子对菌体的损伤,毒性下降。拮

抗作用的强度随着重金属离子浓度的增加而降低,

在高浓度下更倾向于简单的加和作用。
(3)一方面,CMK与重金属离子之间可能存在

竞争性结合转运蛋白的情况,从而降低重金属离子

在菌体内的浓度;另一方面,添加CMK会促进菌体

内的ROS质量下降,SOD活性以及NADH质量上

升,此时胞内的抗氧化功能增强,并刺激氧化还原反

应的进行来提升能量供应水平,从而削弱重金属离

子在菌体中的实际毒性水平。
水体中的CMK混合液在一定浓度下可能减弱

重金属离子对菌体的实际毒性,这为水体中混合污

染物的毒性研究及水环境健康评价提供了数据支撑

和依据。
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