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摘要：为探究两种南极鱼对不同元素的富集差异，采用电感耦合等离子体质谱法，对两种南极鱼的脑、心脏、十二指肠三种组织中的铬(Cr)、锰(Mn)、铁(Fe)、铜(Cu)、锌(Zn)、砷(As)、硒(Se)、镉(Cd)和汞(Hg)等9种微量元素含量进行测定与比较分析。结果表明，独角雪冰鱼脑中的Fe、Cu、As、Hg、Cd等元素含量显著低于伯氏肩孔南极鱼（P＜0.05）；心脏组织中的Fe、Cu、Cd、Hg四种元素含量同样显著低于伯氏肩孔南极鱼（P＜0.05）；而十二指肠中的Hg、Mn、As、Se的量则显著高于伯氏肩孔南极鱼（P＜0.05），Fe作为血红蛋白的重要组成元素，独角雪冰鱼脑与心脏中Fe元素含量显著低于伯氏肩孔南极鱼，推测与独角雪冰鱼缺乏血红蛋白有关。独角雪冰鱼十二指肠中重金属元素含量显著较高，推测与其底栖生活习性相关，更容易积累重金属元素。与其它海域的鱼类相比，两种南极鱼体内的Cr、As、Cd、Hg、Mn、Cu含量比较高，反应了部分南极海域可能已经存在一定程度的重金属污染。
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Abstract: To explore the differences in element accumulation between these two Antarctic fish species, this study utilized inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) to determine and compare the contents of nine trace elements: chromium (Cr), manganese (Mn), iron (Fe), copper (Cu), zinc (Zn), arsenic (As), selenium (Se), cadmium (Cd), and mercury (Hg) in three tissues (brain, heart, and duodenum) of both species. The results show that the content of Fe, Cu, As, Hg, Cd and other elements in the brain of C. hamatus was significantly lower than that of T. bernacchii (P <0.05); The content of Fe, Cu, Cd and Hg in heart tissue was also significantly lower than T. bernacchii (P <0.05); However, the amount of Hg, Mn, As, and Se in the duodenum of C. hamatuswas significantly higher than T. bernacchii (P <0.05), Fe,as an important constituent element of hemoglobin, The Fe content in the brain and heart of the C. hamatusis significantly lower than T. bernacchii, Lack of hemoglobin should be the main cause of this difference. The heavy metal content in the duodenum of the C. hamatusis significantly high, which is speculated to be related to its benthic lifestyle, making it more prone to accumulating heavy metals.Compared with fish in other waters, the content of Cr, As, Cd, Hg, Mn and Cu in the two Antarctic species were higher than that of other fish，which may reflect a certain degree of heavy metal pollution in some Antarctic waters.
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在漫长的演化中，南极海域鱼类逐渐进化出适应极端低温环境的独特生理机制，南极鱼类因此也成为了研究鱼类抗低温机制的重要生物[1]。南极海域占绝对主导地位的南极亚目鱼类约有100余种，分为8个科。独角雪冰鱼（Chionodracohamatus）隶属于鲈形目（Perciformes）南极鱼亚目（Notothenioide）鳄冰鱼科（Channichthyidae），缺乏血红蛋白和功能性红血球；而伯氏肩孔南极鱼（Trematomusbernacchii）则是隶属于鲈形目（Perciformes）南极鱼亚目（Notothenioidei）南极鱼科（Notothenioidei），生活海域环境与独角雪冰鱼类似，体内正常表达的血红蛋白和红血球的近缘种[2]。
微量元素是动物生长发育、基本生理活动的必要营养成份，几乎参与了机体的全部生理生化过程，在维持生物体正常生理活动中起重要调节作用，包括参与骨骼形成，电子传递，酸碱平衡和渗透压调节。另外，微量元素还是激素和酶的重要成分和激活剂。微量元素缺乏时，会使生物学产生生化、结构和组织上的病变[3]。因此，对鱼类开展微量元素研究是鱼类生理研究的重要部分。
重金属元素是指密度在4.5g/cm3以上的金属元素，如Pb、Cd、Hg、Cu、Zn等元素。一些重金属元素对生物生长过程具有积极作用，如Cu、Zn等；但大部分重金属元素对生物生长发育无益，甚至产生抑制或毒性作用[4]。事实上，在海洋生物的生长发育过程中，不可避免地会通过食物链在体内富集重金属元素。南极鱼类作为南极食物网中的重要中间组成部分，其体内重金属元素含量可作为衡量南极海域重金属污染水平的重要指标[5]。
独角雪冰鱼与伯氏肩孔南极鱼同属于鲈形目，且生活海域重叠度较高，其独特的生理结构特征，使其成为了研究低温环境中生物功能基因进化的代表性生物。对两者各组织微量元素差异的研究有助于了解因血红蛋白丢失所带来的影响以及两种鱼类的生理差异。
目前，已有学者对南极鱼骨骼、肝脏、肾、胃、肠的微量元素含量进行了测定，发现南极鱼肝脏中Fe元素含量相对其他海域鱼类较低，但其他有害重金属（如：As、Cd、Hg）的含量较高，这可能与南极海域本身的重金属含量有关[6-8]。对于八种凯尔盖伦海域底栖南极鱼类的微量元素测定显示，Cd在不同南极鱼的肝，肾脏的含量表现出很大的种间差异，可能与不同深度水域南极鱼食物构成不同有关 [9]。但学术界对于南极鱼脑组织及心脏等器官微量元素水平的研究目前仍然较少。
因此，本研究拟对独角雪冰鱼和伯氏肩孔南极鱼的脑、心脏、十二指肠三种组织中的Fe、Cr、Mn、Cu、Zn、As、Se、Cd、Hg 等9 种元素进行测定，以探究缺乏血红蛋白的独角雪冰鱼与具有血红蛋白和红细胞的伯氏肩孔南极鱼两者对不同微量元素吸收富集规律的差异，并为探究南极海域重金属污染水平提供一定依据。

1 材料与方法 
1.1样本来源
实验用的独角雪冰鱼和伯氏肩孔南极鱼样品均来自于雪龙号南极科考，采样地点为罗斯海海域（74°55′S,163°46′E）。
1.2主要实验仪器与试剂
实验用仪器主要有诱导耦合等离子体质谱仪(ICP-MS，America，Agilent7500CE)、电子天平(BS-4083，北京科恒实业发展有限公司)、大型微波消解仪(MilestoneETHOSUP，意大利 Milestone 公司)、鼓风干燥箱(DHG-9030A，上海一恒)、移液器(Eppendorf)、超纯水系统(MilliQ，P2PA7491)等。实验所用试剂主要有硝酸（上海生工）、双氧水（上海生工）、高氯酸（上海生工）等。
1.3样品处理
实验所用的南极鱼样品在运输过程及实验之前一直储存在-80°C超低温冰箱中。样品解冻后，利用酸洗消毒过的解剖工具分离独角雪冰鱼和伯氏肩孔南极鱼样品的脑，心脏与十二指肠组织。称量适量的样品置于微波消解管中，缓慢加入4.5mL70%HNO3，再加入0.5mL的HClO4，摇动消解管使两者混匀，使样品与消化液充分接触。随后，将消解管放入微波消解仪（CEMMARS）中，在85℃温度下消解4h，同时进行空白对照组的实验。待样品冷却至室温后，打开消解仪。将消解后的样品置于于电热板上140℃赶酸，待白烟冒尽，剩余体积1mL左右转移到15mL量瓶中，用超纯水定容，混匀待测。待测的样品置于4℃保存（在Se含量测定中，使用2mL70%HNO3和2mL35%H2O2来进行消化）。为避免所用实验用具被微量元素污染，在使用之前用洗涤剂清洗玻璃器皿和塑料器皿，并将其在1:3硝酸溶液中浸泡至少24小时，之后用超纯水冲洗并烘干。用电感耦合等离子体质谱仪(ICP-MS)、空白溶液和标准溶液对不同组织样品中的Fe、Cr、Mn、Cu、Zn、As、Se、Cd、Hg共9种元素的含量进行测定。
1.4 数据分析
实验数据采用SPSS 10. 0软件进行统计处理,采用One-way ANOVA 检验法对不同组织内元素含量的差异分别进行显著性分析。测定结果用平均值±标准差 ( Mean ±SD) 表示,显著性水平设为0. 05, 极显著性水平设为0.01。

2.结果
[bookmark: _Hlk174008145]实验测定了两种南极鱼类的脑、心脏与十二指肠中Cr、Mn、Fe、Cu、Zn、As、Se、Cd、Hg九种微量元素含量，并对其差异进行显著性分析。表1列出了两种南极鱼的脑、心脏与十二指肠中9种微量元素含量。
2.1两种南极鱼三种组织中的微量元素含量
两种南极鱼的脑组织微量元素的平均含量与标准差如图1a所示。在9种微量元素中，Fe、Cu、As、Hg四种元素含量存在显著性差异(P<0.05)，而Cd元素含量在两种南极鱼脑组织种的含量存在极显著性差异(P<0.01)。独角雪冰鱼和伯氏肩孔南极鱼的脑组织微量元素含量顺序分别为：Hg>Cd>Zn>As>Fe>Mn>Cr>Cu>Se和As>Hg>Cd>Fe>Zn>Mn>Cr>Cu>Se。值得一提的是，伯氏肩孔南极鱼的脑组织中各微量元素的含量均高于独角雪冰鱼(图1a)。
两种南极鱼心脏组织的微量元素的平均含量与标准偏差如图1b所示。两种南极鱼心脏中的Fe元素含量呈现极显著性差异(P<0.01)，两种南极鱼心脏中的Cu、Cd、Hg三种元素含量存在显著性差异(P<0.05)。两种南极鱼心脏组织中，独角雪冰鱼的9种微量元素含量顺序为：Hg>Fe>As>Cd>Zn>Mn>Cr>Cu>Se；伯氏肩孔南极鱼的微量元素含量顺序为：Fe>Hg>As>Cd>Zn>Mn>Cr>Cu>Se。跟脑组织类似，伯氏肩孔南极鱼的心脏组织中各微量元素的含量均高于独角雪冰鱼(图1b)。

表1独角雪冰鱼与伯氏肩孔南极鱼脑、心脏与十二指肠微量元素含量
Tab.1 Concentrations of nine elements in the pronephros, mesonephros, spleen and liver of C. hamatus and T. bernacchii
	种类Species
	微量元素含量(干重) Element concentrations (dry weight)/ (mg/kg)

	
	Fe
	Cr
	Mn
	Cu
	Zn
	As
	Se
	Cd
	Hg

	脑 Brain	Comment by 微软用户: 第一列补全英文对照
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	独角雪冰鱼
C. hamatus
	28.68±11.70
	23.07±3.43
	27.87±8.83
	14.40±4.80
	49.92±11.53
	49.43±22.97
	13.99±4.07
	55.26±6.19
	55.84±15.87

	伯氏肩孔南极鱼
T. bernacchii
	67.79±20.23
	38.86±9.42
	48.61±18.76
	30.23±8.18
	54.91±38.08
	112.83±20.68
	17.72±8.60
	105.47±8.29
	112.60±18.83

	P值
	0.044*
	0.053
	0.158
	0.045*
	0.839
	0.024*
	0.535
	0.001**
	0.016*

	心脏 Heart	Comment by 微软用户: 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	独角雪冰鱼
	47.69±11.23
	18.98±5.96
	31.02±3.39
	14.65±3.18
	32.09±14.33
	47.15±18.03
	11.63±2.55
	40.79±13.62
	51.97±13.57

	伯氏肩孔南极鱼
	136.06±13.88
	25.76±8.61
	38.76±9.03
	24.52±3.79
	51.82±27.07
	71.84±22.79
	15.39±4.43
	68.21±9.67
	81.70±11.51

	P值
	0.001**
	0.325
	0.237
	0.026*
	0.327
	0.215
	0.271
	0.047*
	0.044*

	十二指肠 Duodenum	Comment by 微软用户: 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	独角雪冰鱼
	91.16±22.56
	21.63±14.98
	42.45±11.74
	21.26±13.24
	70.37±32.00
	91.14±17.26
	26.49±4.74
	68.65±21.21
	94.47±9.22

	伯氏肩孔南极鱼
	65.69±6.95
	14.84±4.32
	19.40±6.96
	13.49±1.42
	53.37±13.72
	45.14±20.65
	13.27±1.74
	33.85±5.74
	36.25±9.29

	P值
	0.135
	0.493
	0.043*
	0.37
	0.446
	0.042*
	0.011*
	0.052
	0.002**


[bookmark: _GoBack]从图1c可看出，独角雪冰鱼十二指肠的9种微量元素含量均在伯氏肩孔南极鱼之上。两种南极鱼十二指肠中Mn、Se、As三种微量元素的含量呈显著性差异(P<0.05)，Hg含量呈极显著性差异(P<0.01)。独角雪冰鱼十二指肠中元素含量依次为Fe＞Zn＞As＞Hg＞Cd＞Mn＞Cu＞Se＞Cr，伯氏肩孔南极鱼十二指肠中元素含量顺序为Fe＞Zn＞As＞Cd＞Hg＞Mn＞Cr＞Cu＞Se（图1c）。
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图 1 独角雪冰鱼和伯氏肩孔南极鱼三种组织中不同元素含量比较
Fig.1 Comparison of contents of different elements in three kinds of tissues of C. hamatus and T. bernacchii
柱状图上“*”表示差异性显著，“**”表示差异性极显著。
“*”means P＜0.05,the difference is significant;“**”means P＜0.01,the difference is very significant.

2.1 2两种南极鱼不同组织中的微量元素分布
图2a，和2b显示了独角雪冰鱼三种不同组织中的微量元素含量的分布规律，对于Fe、Cu、Mn等五种必须微量元素来说，其含量最高的器官均为十二指肠，而Cr，As等有害重金属的含量顺序则是脑＞十二指肠＞心脏(图2a, b)。
图2c，和2d则显示了Fe、Cr、Mn、Cu、Zn、As、Se、Cd、Hg 9 种元素在伯氏肩孔南极鱼中不同组织中的分布规律。可以看出，伯氏肩孔南极鱼心脏中Fe的含量远高于其他两种组织，三种组织中的Zn元素水平相差不大，而其他七7种微量元素的含量顺序都为脑＞心脏＞十二指肠(图2c,d)。
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图 2 不同微量元素在两种南极鱼的三种组织中的分布规律
Fig.2 Distribution patterns of different trace elements in three tissues of two species of Antarctic fish

3. 讨论
3.1两种鱼类脑部微量元素含量差异
脑是鱼类最复杂的器官，控制着鱼类各项生理活动。与哺乳动物相比，鱼脑的结构相对简单，可分为端脑、间脑、中脑、小脑和延脑五个部分[10]。Hg是一种广泛存在的有害重金属元素，对中枢神经系统有着严重的毒害作用，相较于其他重金属微量元素，Hg2+更容易穿透和损害脑部的血脑屏障，破坏神经细胞，并导致神经系统受损[11]。本研究的测定结果显示，两种南极鱼脑部的Hg元素浓度超过其他重金属元素含量(图1a)。Hg容易通过大气运输，较其他重金属元素更易扩散[12]，推测南极海域的Hg污染主要来自大气污染。
Zn元素在神经系统发育中具有重要作用。在分子水平上，Zn控制细胞周期、细胞凋亡，蛋白质折叠等过程。Zn也是许多酶系统的组成部分，包括碳酸酐酶(Ccarbonic anhydrase)、超氧化物歧化酶，核糖核酸酶(rRibonuclease)和DNA聚合酶(DNA polymerase)[13]。Zn参与许多免疫细胞，如NK细胞，单核细胞及巨噬细胞等的信号传导过程，缺Zn会导致衰老、神经退行性疾病、免疫缺陷、生长异常、癌症和其他症状[14]，但过量的Zn离子对突触后神经元造成神经毒性损害[15]。独角雪冰鱼脑部的Zn元素浓度高于Fe元素，在必须微量元素中占首位(图1a)，可以看出Zn元素在神经系统中的重要作用。	Comment by 微软用户: 全文英文对照为首个单子首个字母大写，对应修改全文
3.2两种鱼类心脏微量元素含量差异
心脏是最重要的血液循环器官。具有血红细胞和血红蛋白的伯氏肩孔南极鱼心脏中Fe元素含量显著高于其他两种组织(图1b)。与伯氏肩孔南极鱼相比，独角雪冰鱼心脏的Fe元素含量相对较低(图1b)。Fe作为动物机体维持正常生长发育和代谢所必需的微量元素之一，在机体内发挥着重要的生物学功能。例如，Fe处于许多氧化还原酶的催化位置，影响线粒体电子传递过程；Fe与肌红蛋白结合用于肌肉储存氧；Fe还参与血红蛋白、DNA、蛋白质等合成以及氧的运输等[16~17]。由于Fe在能量释放过程中起到重要作用，心脏、肝脏等具有高度生理活动能力和生化功能的细胞线粒体内Fe元素含量极高[18]。两种南极鱼心脏中Fe元素含量的显著差异推测与独角雪冰鱼不具有血红蛋白有关。
[bookmark: bbib77][bookmark: bbib78][bookmark: bbib79]在鱼的心脏组织中，Cd2+可能诱发心律失常。Haverinen et al.（2021）表明Cd2+改变了虹鳟鱼心脏心室动作电位（APs）的波形[19].许多对斑马鱼、日本青鳉鱼和虹鳟鱼的研究表明，暴露于Cd2+中会改变鱼类心率（HR）并引起心电图变化[20],[21]。且用浓度为10μM的Cd处理的幼虫的心包和心室扩大。
独角雪冰鱼心脏中的微量元素含量明显低于其他两个器官(图2a, 2b)，伯氏肩孔南极鱼心脏中的重金属含量也比脑中的重金属的含量低很多(图2c, 2d)，这说明，与脑组织相比，心脏组织可能更难以富集微量元素，推测与心脏频繁的血液流动有关。
3.3两种南极鱼十二指肠微量元素含量差异
十二指肠为小肠的第一段，介于胃与空肠之间，是小肠中长度最短、管径最大、位置最深且最为固定的部分。它既接受胃液，又接受胰液和胆汁，在消化过程中起到非常重要的作用[22]。
肠道是鱼类吸收多种微量元素(如Fe、Cu、Se、Mn)的主要器官[23]。Cu是所有生物体细胞功能所必需的微量元素[24]。Cu离子具有独特的化学性质，参与Fe代谢、细胞能量产生、保护细胞免受自由基损伤、脑神经递质中的胶原合成以及黑色素产生等过程 [25]。Se同样具有重要的生理作用，硒蛋白通过降解有毒的H2O2来使细胞避免氧化损伤[26]。已有文献报道，Se与动物、人类和鱼类的健康和疾病预防密切相关[27]。独角雪冰鱼十二指肠中各种微量元素的含量均高于伯氏肩孔南极鱼，推测可能与该鱼体型较大，捕获更多的食物有关。
3.34南极鱼与非南极鱼组织元素含量差异
由于南极海域的特殊环境，两种南极鱼脑、心脏与肠道中的微量元素水平与其他海域的鱼类有着较为明显的差异，从表2可以看出，和其他水域的鱼类相比，两种南极鱼的脑、心脏与肠道中的Fe元素含量相对较低，尤其是脑，心脏两种血液含量丰富的器官，这可能与南极海域低温低氧的环境导致南极鱼缺乏血红蛋白有关[28]，但其他水域鱼类中大部分鱼类的组织器官中Hg、As、Cd等重金属元素浓度都要远低于独角雪冰鱼和伯氏肩孔南极鱼这两种南极鱼类，Hg、As、Cd等重金属元素皆为对鱼类生理活动有严重负面影响的有害微量元素，其主要摄入来源是由食物链逐渐积累，南极鱼类重金属元素含量较高，可能原因是获取样品海域受到了一定程度的重金属污染。
南极海域相较于其他海域，环境相对独立，离各类污染源距离较远。然而，由于人类活动的全球化及大气循环、洋流的存在，仍然有重金属污染物进入了南极海域，如南极海域中 Hg 的主要来源是大气污染物[29]，其源头包括工业污染、能源生产和废弃物处理等活动释放的有机汞和无机汞。这些污染物可以通过大气传输到南极海域，再通过水柱和食物链的传递进入南极生态系统，最终积累在南极的生物体内[30]。本研究在两种南极鱼体内检测到相对较高的Hg、As、Cd等重金属元素积累，这在一定程度上反应出南极海域中可能存在一定程度的重金属污染。

表2 南极鱼与非南极鱼脑部微量元素含量比较
Table Tab. 2 Comparison of trace element content in the brain of Antarctic fish and non-Antarctic fish
	种类Species
	
	微量元素含量(干重) Element concentrations (dry weight)/ (mg/kg)

	
	
	Fe
	Cr
	Mn
	Cu
	Zn
	As
	Se
	Cd
	Hg

	独角雪冰鱼
Chionodracohamatus
	28.68±11.70
	23.07±3.43
	27.87±8.83
	14.40±4.80
	49.92±11.53
	49.43±22.97
	13.99±4.07
	55.26±6.19
	55.84±15.87

	伯氏肩孔南极鱼
Trematomusbernacchii
	67.79±20.23
	38.86±9.42
	48.61±18.76
	30.23±8.18
	54.91±38.08
	112.83±20.68
	17.72±8.60
	105.47±8.29
	112.60±18.83

	鲶鱼[31]
S.asotus
	198.64±128.42
	32.87
	1.5
	68.36±50.60
	198.64
	1.29
	1.8
	0.58±0.89
	0.72±0.15

	岩原鲤[32]
ProcyprisRabaudi
	169.19±60.50
	
	3.46±1.01
	2.19±0.21
	20.59± 5.9
	
	
	
	

	黄颡鱼[32]
PelteobagrusFulvidraco
	145.35±45.22
	
	11.24±1.5
	22.48±2.01
	43.37±17.4
	
	
	
	

	圆口铜鱼[32]
Coreiusguichenoti
	233∙97±80∙1
	
	4∙59±0∙6
	8∙39±0∙46
	44∙70±15∙
	
	
	
	



4.结论 
当前对于南极鱼类体内的微量元素的研究表明，南极鱼体内与其他海域鱼类的微量元素水平既在南极鱼的生理活动调控及抗低温中起到重要作用，也受到南极海域水体环境的金属元素浓度的影响。同时，作为极少数缺乏血红蛋白的南极鱼类，独角雪冰鱼与伯氏肩孔南极鱼组织器官的微量元素含量差异也有着显著差异。对两种南极鱼不同组织微量元素含量差异的研究有助于我们分析南极环境对南极鱼生理演化的影响，并一定程度反映该地区重金属污染的情况。
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