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镉对中国林蛙变态和性腺分化的影响 

黄敏毅1, 2，王宏元1，张育辉1,* 

（1. 陕西师范大学 生命科学学院，陕西 西安  710062；2. 安庆师范学院 生命科学学院， 安徽 安庆  246011） 

摘要：将发育到 26—27 期的中国林蛙（Rana chensinensis）共 200 例蝌蚪分别暴露在 0.05、0.1、0.2 和 0.4 mg/L 
Cd2+的水体中直至完全变态。解剖完全变态后的幼蛙，观察其性腺分辨性别，统计雌性比率。用免疫组织化学方

法检测雌激素受体（estrogen receptors，ER）在肝细胞的表达定位。结果显示：①Cd2+诱导蝌蚪变态时出现肢体

畸形，但畸形率与 Cd2+处理浓度相关性较低，0.4 mg/L Cd2+组肢体畸形率较高。②Cd2+影响林蛙幼体的性腺分化。

与对照组相比，0.05 mg/L Cd2+组的雌性比率明显增大，0.1、0.2 和 0.4 mg/L Cd2+组的雌性比率相对降低，其中 0.2 
mg/L Cd2+组差异显著。在 0.2 和 0.4 mg/L Cd2+组中出现个别雌雄同体。 ③ER 在 Cd2+处理组的肝细胞质和细胞核

中均有阳性表达，但 ER 的表达量与 Cd2+浓度不呈现线性相关。以上结果表明，Cd2+可以通过干扰性激素的分泌

而影响蝌蚪变态和性腺发育。 
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Effects of Cadmium on Metamorphism and Gonad  
Differentiation in Rana chensinensis 

HUANG Min-Yi 1,2, WANG Hong-Yuan1, ZHANG Yu-Hui1,* 
（1. College of Life Science, Shaanxi Normal University, Xi’an  710062, China; 2. School of Life Science, Anqing Teachers College, Anqing  246011, China） 

Abstract: 200 tadpoles of Rana chensinensis at stage 26 − 27 were exposed to 0.05, 0.1, 0.2 or 0.4 mg/L Cd2+ in tap 
water respectively until they’re fully metamorphic after which the heteromorphic young frogs in different treatments were 
anatomized, females and males were identified through gonad observation, and the female ratio was calculated. 
Localization of estrogen receptors (ER) in liver cells was investigated in different treatments using immunocytochemistry. 
The results showed that Cd2+ might induce limb abnormality, however, there was little correlation between abnormality 
rate and cadmium concentration in lower Cd2+ levels except for a higher limb abnormality ratio in the 0.4 mg/L group. On 
the other hand, Cd2+ could affect gonad differentiation. Compared to the control group, the proportion of female 
population increased in the 0.05 mg/L group and decreased in the 0.1, 0.2 and 0.4 mg/L ones. The sex rate in the 0.2 mg/L 
group is significantly different from that in the control group. Hermaphrodite gonads appeared in the two treatments with 
0.2 mg/L and 0.4 mg/L of Cd2+. Additionally, ER expression was positive in both cytoplasm and nucleolus of liver cells in 
Cd2+ treated groups. But, there was no linear relationship between ER expressions levels and the concentration of Cd2+. 
These results suggested that cadmium can influence tadpole metamorphosis and gonad development by affecting the 
secretion of sex hormone. 
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重金属镉是动物体内的非必需元素，具有致

癌、致畸和致突变的毒性，属于环境内分泌干扰物，

具有激素效应，对生殖和内分泌功能具有较大的影

响，但对其研究，大部分集中在哺乳动物（Byrne et 

al，2009；Iavicoli et al，2009）。据报道，两栖动

物种群数量在急剧下降，环境化学污染是其重要的

影响因素之一（Alford et al，2001；Hayes et al，2002；
Kiesecker et al，2001）。有报道证明，许多外源性
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化学物质具有类雌激素作用，导致两栖动物性腺发

育异常（Bögi et al，2003；Carey & Bryant，1995；
Hayes et al，2003）。镉对于两栖动物的有关毒性

研究大都集中在对其生长发育的影响（Gross et al，
2007；Sharma & Patiño，2008），而对生殖活动的

激素效应研究较少（Sharma & Patiño，2009）。中

国林蛙（Rana chensinensis）是一种具有经济价值的

两栖动物，广泛分布于中国北方各地。镉对于林蛙

蝌蚪的急性毒性以及对生长发育影响的有关实验

证实，镉对蝌蚪的安全浓度为1.22 mg/L Cd2+。在安

全浓度以下，镉可抑制中国林蛙蝌蚪的生长发育，

延缓变态（Huang & Zhang，2006）。本文就镉对于

蝌蚪变态过程中的慢性毒性以及对性腺分化和性

别决定的效应着重报道，以期探讨低浓度镉对于两

栖动物幼体产生异常发育以及对生殖内分泌活动

的影响，为中国林蛙生殖生态研究提供参考资料，

并为环境保护和治理提供评价指标。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 
所用试剂氯化镉（CdCl2·2.5H2O），相对分子质

量 228.35，AR，纯度 99%（西安化学试剂厂产品）。

中国林蛙受精卵采于秦岭北坡的沟麓地带，室内孵

化，蝌蚪发育到 26—27 期，适应 2 d 后，选取体质

健康、大小相似的个体进行实验。 
1.2  暴露实验样本处理 

在 Cd2+的安全浓度下（Huang & Zhang，2006），
分别设浓度为 0.05、0.1、0.2 和 0.4 mg/L Cd2+ 4 个

处理组和 1 个对照组。将蝌蚪暴露在 35 cm×27 
cm×12 cm 水族箱含 Cd2+的水体中，每组 40 例，共

200 例。用 4 L 曝气 3 d 以上的自来水，水温 15—
21℃。到尾退化后期，停止加 Cd2+，改用 500 mL
水体；变态期在水族箱一角放入沙土，以便幼蛙活

动。每 2 d 换 1 次水，同时加药，禁食 0.5 d。所加

食物有蛋黄、豆渣和菜叶，用 AA-320 型原子吸收

分光光度计检测食物，未检测到 Cd2+含量。 
实验中观察出现畸形的蝌蚪及幼蛙行为，在蝌

蚪完成变态后，统计幼蛙畸形率；剔除畸形个体肢

体肌肉，用 Leica 体视显微镜观察畸形肢体的骨骼，

Sony 数码相机拍照。 
用体视显微镜观察完全变态后幼蛙的性腺，统

计雌性比率。部分不易分辨的性腺做常规石蜡切

片，HE 染色后，在显微镜下观察分辨。 

1.3  免疫组织化学检测 
从各组幼蛙中随机选取 10 例雄性个体，麻醉

后剖腹， 摘取肝脏。 取材后置改良的 Bouin’s 液

固定，常规石蜡切片，片厚 5 µm。片经裱后烘干。 
采用 SABC 免疫组织化学程序：（1）切片常

规脱蜡至水。（2）将切片浸入用蒸馏水配置的 3% 
H2O2，室温下处理 5—10 min 以灭活内源性酶，蒸

馏水冲洗 3 次。（3）用 0.01 M/L 枸橼酸盐缓冲液（pH
＝6.0）热修复 2—3 次，即加热至沸腾（92—95℃），

间隔 10 min，PBS 洗 1—2 次。（4）抗原修复液修

复 5—10 min，PBS 洗 3 次。（5）山羊血清室温下

封闭 30 min。（6）甩去血清，滴加第一抗体稀释液，

分别为兔抗人雌激素受体（ER）（1 100∶ ，Boster
产品）。4℃孵育 24 h，PBS 洗 2 min×3 次。（7）滴

加即用型羊抗兔 IgG (Boster 产品)，20—37℃孵育

30 min，PBS 洗 2 min×3 次。（8）滴加 SABC 复合

物，20—37℃孵育 30 min，0.1 mol/L PBS 洗 5 min×4
次。（9）DAB 显色 5—30 min，用 0.1 mol/L PBS
冲洗以终止反应。（10）常规脱水，透明，封片。（11）
镜检，拍照。用 PBS 代替一抗作阴性对照。 

镜检阳性反应产物的标准：胞质和胞核内出现

棕黄色颗粒，颗粒染色明显高于背景底色为阳性，

阴性对照为无色。 
1.4  图像分析处理 

从各组随机选 3 张切片，用 Leica DMLB2 显微

镜在每张切片上选 5 个视野，通过图像采集系统

（Leica Qwin V3）采集图像，在同一条件下，每个

视野内测定 10 个细胞的免疫阳性反应物灰度，灰

度水平分 0—256 级，代表 ER 表达的相对值。阳性

反应越强着色越深，其相对值越小。 
1.5  数据统计分析 

实验中所有数据采用 SPSS 10.0 统计软件分

析，用平均值±标准差（Mean±SD）表示，总体比

较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），组间

多重比较采用事件后分析（post-hoc，LSD）检验。 

2  结  果 

2.1  镉对于林蛙肢体发育的影响 
统计镉处理后的幼蛙畸形率，结果在 0.05、0.1、

0.2 和 0.4 mg/L Cd2+组，幼蛙的畸形率分别为 10%、

5%、1%和 18%（表 1）。不同镉浓度处理组蝌蚪在

不同发育时期的畸形各异，每个处理组均有部分蝌

蚪的尾部出现弯曲变形（图 1:1），而对照组则没有。 
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图 1  镉暴露处理后中国林蛙蝌蚪和幼蛙的畸形 

Fig. 1  Malformed limbs of tadpole and young frog R. chensinensis treated with cadmium 
1：尾部弯曲（→）的畸形蝌蚪；2：对照组的正常幼蛙；3−8：肢体畸形（→）的幼蛙， 标尺=0.5 cm；9−10：正常幼蛙肢体骨骼；11−15：
畸形幼蛙肢体，示畸形关节（→），标尺=1 mm。 
1: Malformed in tadpole R. chensinensis, indicated tail flexure (→); 2: Natural young frog R. chensinensis; 3−8: Malformed young frog, indicated 
abnormal limbs (→), Bar=5 mm; 9−10: Limb skeleton of natural young frog; 11−15: Malformed limb skeleton in young frog, indicated 
malformed joint (→), Bar=1 mm. 
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在变态后，与对照组里正常的幼蛙（图 1：2）不同，

处理组一些幼蛙出现前后肢畸形，在 0.05 mg/L Cd2+

组出现两后肢交叉弯曲（图 1：3）；0.4 mg/L Cd2+

组的畸形有的后肢一侧伸直，另一侧正常（图 1：4），
有的则双侧后肢均伸直（图 1：5）；有的两侧后肢

不对称，出现倾斜（图 1：6）；在 0.1 mg/L Cd2+ 组

幼蛙的畸形为两侧后肢柔弱，在蹠骨和跗骨关节处

出现弯曲（图 1：7）；在 0.2 mg/L Cd2+组个别畸形

表现为右前肢向左弯曲（图 1：8）。 
剥离正常幼蛙后肢，游离后肢骨：股骨、胫腓

骨、跗骨、蹠骨和趾骨等 5 部分，股骨为一长骨，

近端的股骨头膨大成球形，入髋臼构成髋关节，远

端与胫腓骨相关节，两端均有软骨（图 1：9）。胫

腓骨由胫、腓两骨合并而成，胫骨较粗，腓骨较细，

近端与股骨形成膝关节，远端与跗骨形成踝关节

（图 1：10）。在畸形幼蛙的后肢，股骨和胫腓骨之

间无正常关节之间的凹凸相接，缺少关节腔（图 1：
11，12，13）。蹠骨和附骨之间的关节出现弯曲（图

1：14，15）。 
2.2  畸形个体的运动行为 

畸形蝌蚪或幼蛙运动缓慢，对外界刺激反应迟

钝。畸形肢体致使其跳跃运动障碍，一般多在浅水

中静息，在外加刺激时才有所反应，一般刺激 1 次， 

可连续跳跃 1—3 次，而后休息。在对照组，正常 
的幼蛙，刺激 1 次会连续跳跃 5—7 次，寻找躲避

位置。在两侧后肢均伸直的个体，其运动则依赖前

肢匍匐拖动身体；在一侧后肢伸直另一侧正常的个

体，依赖于正常后肢的弯曲做跳跃运动；在一侧前

肢畸形的个体，依靠另一侧前肢与后肢跳跃，运动

时身体常偏向畸形前肢的一侧。 
2.3  镉对于林蛙雌性比率的影响 

在完成变态后的正常幼蛙，雄性的精巢呈长棒

状，乳白色，表面光滑，大小均匀，较卵巢小。组

织切片观察，精巢内生精小管分化不明显，主要是

精原细胞。雌性幼蛙卵巢呈扁平条状，乳白色，含

半透明状颗粒。显微镜下观察，卵巢内有圆形、椭

圆形的卵母细胞。 
统计变态后幼蛙的雌性比率，对照组雌性为

57.5%。与对照组相比，0.05 mg/L Cd2+组雌性比率

显著增大（P<0.05，one-way ANOVA）；0.1 mg/L Cd2+

组差异不显著（P>0.05，one-way ANOVA）；0.2 mg/L 
Cd2+组的雌性比率较低（P<0.05）；0.4 mg/L Cd2+组

差异不显著（P>0.05，one-way ANOVA）（表 1）。
在 0.2 和 0.4 mg/L Cd2+处理组，出现个别雌雄同体，

即一侧为精巢，另一侧为卵巢；还有的出现精卵巢

现象（图 2）。 

表 1  镉的处理后林蛙的畸形率和雌性比率 
Tab. 1  Malformed rate and female rate of young frog R. chensinensis treated with cadmium 

浓度 

Concentration 

(mg/L) 

蝌蚪数 

No. of 

tadpoles 

幼蛙数 

No. of young 

frogs 

成活率 

Survival 

rate（%）

畸形率 

Malformed

rate（%）

雌性数 

No. of 

females 

雌雄同体数 

No. of 

Hermaphroditic 

雌性比率 

Female rate 

（%） 

0 40 40 100 0 23 0 57.5 

0.05 40 40 100 10* 25 0 62.5* 

0.1 40 40 100 5 22 0 55.0 

0.2 40 36 90 1 16 1 44.4* 

0.4 40 28 80 18* 14 2 50.0 
*P<0.05，与对照组相比，差异显著（one-way ANOVA）。*P<0.05，Significant difference (One-way ANOVA). 

2.4  镉处理后幼蛙肝细胞中的 ER 表达 
在对照和镉处理组雄性幼蛙的肝细胞中，ER

在胞质和胞核均有阳性反应，着色由浅黄至棕黄

色，阳性反应产物呈颗粒状聚集，阴性对照无阳性

反应。通过对阳性反应产物的检测，分析其表达相

对值，虽然在镉的处理组幼蛙的肝细胞内 ER 均有

表达，但其表达的强弱与处理浓度之间并不呈现规

律性关系（图 3）。与对照组比较，0.05 mg/L Cd2+

组 ER 呈强阳性反应（P<0.05，one-way ANOVA）；

0.1和 0.2 mg/L Cd2+组ER呈现弱阳性反应（P<0.05，
one-way ANOVA）；0.4 mg/L Cd2+ 组与对照组无明

显差异（P>0.05，one-way ANOVA）。 

3  讨  论 

3.1  镉对于林蛙蝌蚪变态的影响 
实验表明，镉是可以影响中国林蛙蝌蚪的生长  
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图 2  中国林蛙雌雄同体性腺 

Fig. 2  Hermaphrodite gonads in R. chensinensis 
a：雌雄同体的性腺；→：性腺，标尺 25 µm；b：雌雄同体性腺的显微结构；O：卵巢；T：精巢；M：精卵巢，标尺 5 mm。 

a: Hermaphrodite gonad; →: gonad, bar=25 µm; b: Hermaphrodite gonad of the microstructure; O: ovarian; T: testes; M: mosaic gonad, bar=5 

mm. 

 
图 3  雄性幼蛙肝细胞 ER 表达的相对值（平均值± 

标准差） 
Fig. 3  Relative value of ER in liver cells of male 

young frog R. chensinensis (Mean±SD) 
* P<0.05，镉处理组与对照组比较，差异显著（one-way ANOVA）。 
* P<0.05: Indicates that there was a significant difference between cadmium 
treated group and control group (one-way ANOVA). 

发育，延缓发育。随着镉浓度的升高，蝌蚪完成变

态的速度降低，变态所需的时间延长（Huang & 
Zhang，2006）。本实验结果可见，蝌蚪在发育变

态为幼蛙的过程中，低浓度镉的处理后，幼蛙肢体

出现畸形，但畸形率与镉浓度未呈现一定的规律

性。目前已经知道，两栖动物的肢体发育是一个可

塑性过程，许多环境因子都可能干扰肢体的发育程

序，产生肢体畸形（Ankley et al，2004）。本实验中

幼蛙肢体畸形仅出现镉处理组，对照组则没有，说

明影响肢体发育造成畸形的主要是镉的干扰。但是

肢体的畸形率并没有与浓度呈现相一致的关系，这

可能与机体内存在的金属硫蛋白有关。一定浓度的

镉离子可诱导金属硫蛋白快速表达，金属硫蛋白与

镉离子的高度亲和后又可以降低镉的毒性

（Klaassen et al，2009）。由于镉诱导产生金属硫蛋

白是一个复杂过程，不同个体的反应能力可能存在

差异，故畸形的发生率不一定与镉对林蛙的处理浓

度相吻合，详细机制仍有待揭示。 
两栖动物的变态依赖于体内甲状腺素的水平，

甲状腺素对机体的新陈代谢、神经组织和骨的发育

具有重要的调节作用，垂体−甲状腺轴可作为环境

内分泌干扰物活动作用的靶目标（Gray et al，
2002）。镉离子可通过影响甲状腺的活动，影响蝌

蚪的变态（Sharma & Patiño，2008）。本实验结果可

见，在蝌蚪变态过程中，镉可导致蝌蚪动作迟缓，

尾部出现弯曲变形，肢体畸形。这些是否为镉离子

通过干扰甲状腺活动所致，仍需实验证实。 
3.2  镉对于林蛙蝌蚪性别分化的影响 

两栖动物大多数物种的性腺分化不受基因决

定，环境内分泌干扰物可通过影响性类固醇激素的

活动而干扰性腺分化（Hayes, 1998）。Sharma & 
Patiño（2009）用浓度分别为 1、8 和 85 µg/L Cd2+

处理非洲爪蟾的胚胎直至变态，结果表明，镉可影
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响其生长发育，没有影响性别分化，可见镉对于非

洲爪蟾未表现出强的激素效应，但该研究认为此结

果不排除镉对于两栖动物具有弱的激素效应。中国

林蛙的性腺分化从 31 期开始，37 期完成卵巢分化，

精巢分化在变态后完成，性腺分化对外界环境敏感

（Li et al，2001）。本实验的镉暴露处理在蝌蚪 26
—27 期至完全变态，处理过程历经性腺分化时期。

实验结果表明，镉对于林蛙蝌蚪性腺分化有影响，

具有一定的激素效应，但这种效应并不与镉的剂量

呈现线性相关。这个结果与镉对非洲爪蟾性腺分化

的影响存在差异，是由于物种的差异还是由于处理

浓度和处理方式的不同，原因仍不明了。 
Carey & Bryant（1995）报道，亚致死量的化学

物质可使两栖动物的变态滞后，出现雌雄同体现

象。Hayes et al（2003）在实验室内用阿特拉津诱

导美洲豹蛙幼体出现雌雄同体，推测这种除草剂可

能通过提高芳香化酶的合成，使幼体出现雌雄同

体。含有烷基酚等具有雌激素活性的水体也可导致

非洲爪蟾和欧洲林蛙会产生镶嵌型的性腺（Bögi et 
al，2003）。本实验的 0.2 和 0.4 mg/L Cd2+处理组

中，有个别雌雄同体。一般认为，环境化学污染物

对性腺分化的影响是对类固醇激素合成的关键蛋

白 StAR 分子或一些关键酶的影响，导致类固醇激

素合成受阻，从而出现雌雄同体（Walsh et al，
2000）。 

3.3  镉对雄性个体肝细胞内 ER 表达的影响 
雌激素对靶细胞的作用由雌激素受体（ER）介

导，ER作为配体激活的转录因子调控靶基因表达。

雌激素主要在肝细胞中代谢和分解，肝细胞内存在

ER，分布在肝细胞质和细胞核中（Chamness et al，
1975）。所以，肝对血液中雌激素水平较敏感

（Vogiatzis & Loumbourdis，1998）。因此，通过

检测肝细胞内ER的变化，可对内分泌干扰物的激素

效应进行有效地评估（Lutz & Kloas，1999）。用

17β–雌二醇（E2）处理雄性大鼠，肝内ER和ER 
mRNA水平提高（Koritnik et al，1995），说明E2可

高调肝细胞ER水平，而ER的高调则可能与雄性个

体雌性化有关（Villa et al，1988）。 
镉属于环境内分泌干扰物，镉的激素效应已有

报道，但在不同条件下，镉是雌激素效应还是雄激

素效应占主导地位尚无确切定论，且在同一物种

中，镉诱导的激素效应依赖于镉的剂量（Byrne et al，
2009；Iavicoli et al，2009）。在本实验，较低浓度

组的ER表达高调，较高浓度组的ER表达降低，而

最高浓度组的ER表达却变化不明显。这可能与镉离

子通过与ER相互作用抑制正常激素与ER的结合相

关（Stoica et al，2000；Martin et al，2003）。所以

虽然肝细胞ER表达水平的变化与镉对于林蛙剂量

有关，但这种关系与在肢体畸形发生以及性腺分化

中的效应类似，同样不是一种线性相关，这可能是

激素效应的特性。 
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