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Cd2+与 Zn2+的联合效应对马氏珠母贝(Pinctada 
martensii)受精率的影响* 
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提要    采用中心组合设计和响应曲面法在实验室条件下研究了 Cd2+与 Zn2+对马氏珠母贝受精率的

影响。Cd2+、Zn2+的浓度范围分别为 0.030—20mg/L、0.100—20mg/L。结果表明: Cd2+与 Zn2+两因子

对马氏珠母贝受精率的一次效应极显著(P<0.01); Cd2+与 Zn2+两因子一次互作效应极显著(P<0.01)。
经响应曲面法分析 , 随着 Cd2+与 Zn2+浓度的增加受精率呈下降趋势 , 当 Zn2+浓度在最低浓度

(0.100mg/L)时, 受精率随着 Cd2+浓度的上升而下降; 当 Cd2+浓度在最低浓度(0.030mg/L)时, 受精率
随 Zn2+浓度的上升而先下降后升高。本实验建立了马氏珠母贝受精率与 Cd2+、Zn2+间关系的模型方程(R2 
= 0.996, Adj.R2 = 0.987, Pred.R2 = 0.887, P<0.01)并可用于预测 Cd2+、Zn2+对马氏珠母贝受精率的影响。 
关键词    马氏珠母贝, 受精率, Cd2+, Zn2+ 
中图分类号    Q789 

近几十年来, 随着世界工业的发展, 海洋污染日
趋严重 , 重金属污染是其中之一 (张丽岩等 , 2010), 
重金属对海洋中的生物的生长存活以及繁殖等都造

成影响。海洋中镉(Cd)、锌(Zn)等重金属污染及其对
水生生物和人类的影响已变得十分突出 , 因此研究
重金属对生物生理生化及遗传发育等方面影响具有

重要意义。镉的化学性质和锌相似, 在自然界常与锌
同时存在 , 在天然水中镉主要存在于沉积物和悬浮
物中(赵素达, 1999)。镉与含有羧基、氨基特别是巯
基的蛋白质结合会导致许多酶活性受到影响 , 镉还
是实验动物强有力的畸形剂 , 在发育早期予以处理
则引起露脑畸形(Kultima et al, 2006), 并且会阻滞胚
胎的发育(Fernández et al, 2003)。锌是维持正常生命
活动不可缺少的元素 , 但是锌在自然界中是非降解
性的污染物质, 且易被海洋生物富集(Brereton et al, 
1973), 海洋生物对锌的富集能力很强 , 海水中锌浓
度过高将对生物产生毒害, 影响生物生长发育(朱丽

岩等, 1999)。 
目前关于重金属对海洋生物繁殖影响的研究主

要有 , 用重金属处理海洋多毛类线虫精子会使受精
率下降 , 而用不同重金属处理其卵子并没有阻止受
精(Gopalakrishnan et al, 2008); 海胆配子接触到镉会
降低受精率 ,  而且精细胞对镉的处理更加敏感
(Arizza et al, 2010); 用不同浓度的Cd2+处理海胆的受

精卵发现 , 随着浓度的升高骨骼分化会受到抑制或
出现畸形(Pagano et al, 1982)。双壳贝类是体外受精, 
无任何类型的保护, 繁殖是否成功不仅受到精子、卵
子质量的影响, 而且也与外界环境密切相关。马氏珠
母贝(Pinctada martensii), 又称合浦珠母贝, 是生产
珍珠的贝类(王爱民等, 2010)。从目前国内外的研究
看 , 海洋贝类研究过多的侧重于重金属对其的急性
毒性作用(李玉环等, 2006; 刘亚杰等, 1995; 周凯等, 
2007)以及海水水质评估方面(Quiniou et al, 2007), 关
于重金属对海洋贝类受精率影响研究较少(薛明等 ,  
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2004)。以上研究多为在单个因子条件下进行的, 而忽
略了因子之间的互作效应 , 这与水生生物的生存环
境不符。同时, 这些研究只是对某一个离子的几个孤
立的水平点进行分析, 并未建立模型方程, 这就使得
实验结果缺乏可靠的预测性。响应曲面分析方法

(response surface methodology, RSM)是一种多变量建
模型方法, 该方法通过与适当的实验设计结合, 可以
综合分析两个或者两个以上实验因子和影响效应之

间的定量关系。采用中心组合设计(central composite 
face-centered design, CCF)和响应曲面法在实验室条
件下研究 Cd2+与 Zn2+对马氏珠母贝受精率的联合影

响尚未见报道, 本实验通过建立可靠的回归模型, 研
究了 Cd2+与 Zn2+对马氏珠母贝受精率的联合影响 , 
旨在为海洋资源保护和马氏珠母贝受精过程中对海

水含 Cd2+、Zn2+的浓度要求提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验所用亲贝为处于繁殖期的马氏珠母贝

(Pinctada martensii), 取自广东省湛江市雷州乌石养
殖基地。将成贝从养殖基地运回, 从中挑选出性腺肥
满、大小均匀、平均壳长(5±0.5)cm 的贝, 分在 50L
的塑料桶中暂养 3d。暂养水体为砂滤海水, 桶内放置
相同通气量的气石通气以保持桶内溶氧充足 , 暂养
期间定时 (早上 8:00, 下午 17:30)投喂小球藻
(Chlorella pyrenoidosa Chick)。 
1.2  实验设计 

本实验采用中心组合实验设计(CCF), Cd2+ 0.030—

20.000mg/L, Zn2+ 0.100—20.000mg/L, 两种离子的最
低、最高浓度结合 1997 年我国颁布的海水水质标准
(国家环境保护局等, 1998)中二类海水对 Cd2+与 Zn2+

浓度的要求及预实验来确定。采用该设计形式时 , 
Cd2+与 Zn2+在上述范围内各取 3个水平。各水平的编
码值分别为−1、0、1。整个实验设计包括 11 个 Cd2+

与 Zn2+组合(表 1)。因子点数 4个, 轴点数 4个, 星号臂
为 1, 中心点重复 3 次, 整个实验重复 1次。实验进行
时将 1—11组 Cd2+、Zn2+的浓度调至表 1的对应浓度。 
1.3  实验条件及方法 

实验在 1000ml 烧杯中进行, 每个烧杯中的 Cd2+

与 Zn2+浓度按表 1设置。实验用水为过滤海水, 盐度
为 30, 温度为 28℃; 海水中原始的 Cd2+<3×10−4mg/L, 
Zn2+<2×10−3mg/L。实验开始前用氨水将海水 pH 调
至 8.5±0.2。所用 ZnSO4·7H2O、CdCl2均为国产分析

纯试剂, 先用超纯水将其配成 1000mg/L 的母液, 实
验时再用过滤海水按需稀释。 

选取性腺肥满的雌雄亲贝, 雌雄比例为 3 : 1, 洗
刷干净, 剖出生殖腺体, 将雌、雄生殖腺体分置于两
个塑料篮子里 , 用过滤海水冲洗干净 , 放置于阴凉
处。按每 1个生殖腺体用 200ml过滤海水的比例, 将
水盛到两个 2L的小桶中, 在水中用手挤压生殖腺体, 
为了减少不同个体生殖细胞成熟度不同造成的误差, 
挤压腺体时可轻轻搅动将配子充分混匀 , 让生殖细
胞均匀分散到水中。将小桶中的精、卵细胞液用 100
目的筛绢网袋过滤两次 , 过滤好的精卵细胞液等量
分配到不同浓度的 Cd2+、Zn2+溶液的烧杯中, 静置
30min, 在显微镜下计数。 

 
表 1  实验设计与结果 

Tab.1  Experimental design and results 

编码值 
组别 

Cd2+ Zn2+ 
Cd2+(mg/L) Zn2+(mg/L) 受精率(%) 

1 1 0 20.000 10.050 44.57±0.22 

2 0 1 10.015 20.000 39.58±0.15 

3 0 0 10.015 10.050 31.96±1.55 

4 −1 −1 0.030 0.100 62.50±1.20 

5 0 0 10.015 10.050 29.49±0.33 

6 −1 1 0.030 20.000 20.43±1.42 

7 −1 0 0.030 10.050 17.53±0.40 

8 1 −1 20.000 0.100 17.29±0.24 

9 1 1 20.000 20.000 11.94±0.25 

10 0 −1 10.015 0.100 21.43±0.60 

11 0 0 10.015 10.050 30.40±0.14 
 



2期 邓云翠等: Cd2+与 Zn2+的联合效应对马氏珠母贝(Pinctada martensii)受精率的影响 325 

1.4  计算公式及数据处理 
计算公式    受精率 = 受精卵数/卵子数×100% 
数据处理     采用  SAS (v9.13, SAS Institute 

Inc., North Carolina, U.S)软件进行统计分析, 以 Cd2+

与 Zn2+两个因子为自变量, 马氏珠母贝受精率为因
变量, 拟建立受精率、Cd2+和 Zn2+之间的回归模型:  

Y = b0 + b1C + b2Z + b12C×Z + b11C2 + b22Z2 + 
b112C2×Z + b122C×Z2 +ε 
式中, Y为响应变量(受精率或其变换值); C为 Cd2+, Z
为 Zn2+; b0为常数项, b1、b2分别为 Cd2+与 Zn2+的一次

效应, b11、b22分别为 Cd2+与 Zn2+的二次效应, b12为

Cd2+与 Zn2+间的互作效应, b112、b122分别为 Cd2+的二

次效应与 Zn2+互作效应及 Zn2+的二次效应与 Cd2+互

作效应; ε为残差, 并假定其服从均数为 0 的正态分
布。采用 ANOVA方法检验模型的显著性, 并给出几
种决定系数以辅助确定模型的拟合优度。模型中的各

项效应采用最小二乘法进行估计并采用 F 统计量进
行显著性检验。其结果可通过响应曲面图来清晰展示, 
显著水平设定为 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  模型建立及显著型检验 
方差分析结果(表 2)表明: 方程模型极显著(P< 

0.01), 模型决定系数 R2为 0.996, 矫正决定系数 Adj. 
R2为 0.987, 预测决定系数 Pred.R2为 0.887; Cd2+与

Zn2+两因子对马氏珠母贝受精率的一次效应影响极

显著(P<0.01); Cd2+与 Zn2+两因子互作时对马氏珠母

贝受精率的影响极显著(P<0.01), 其中 Cd2+对受精率

的影响较 Zn2+大; Cd2+与 Zn2+两个因子的二次效应对

马氏珠母贝受精率的影响不显著(P>0.05); Cd2+的二

次效应与 Zn2+互作时对马氏珠母贝受精率的影响极

显著(P<0.01); Cd2+与 Zn2+的二次效应互作时对马氏

珠母贝受精率的影响极显著(P<0.01)。 
2.2  系数估计 

实验得出的马氏珠母贝受精率的实际的(即非编
码)回归方程为:  

Y = 63.87−6.34C−7.29Z + 0.2C2 + 0.26Z2−1.06C× 
Z−0.02C2×Z−0.03C×Z2 

式中, C代表 Cd2+, Z代表 Zn2+。 
表 3 显示 95%置信区间预测模型的最高值为

33.963, 最低估计值为 28.491; Cd2+与 Zn2+的一次效

应与马氏珠母贝的受精率呈负相关; Cd2+与 Zn2+两因

子互作效应极显著(P<0.01)。 
2.3  响应曲面分析 

从响应曲面图(图 1A)、高线图(图 1B)、表 1 中
可以看出 , 当 Cd2+浓度为 0.030mg/L, Zn2+浓度为

0.100mg/L 时 , 马氏珠母贝的受精率最高 (62.50%); 
当 Cd2+、Zn2+均处于最高浓度(20mg/L)时, 马氏珠母
贝的受精率降至低端(11.94%)。即随着 Cd2+、Zn2+浓

度的增加马氏珠母贝的受精率呈下降趋势。图 1A、
图 1B 显示 Cd2+、Zn2+对受精率的影响不是简单的线

性关系, 二者对受精率的影响是互作效应, 且随浓度
不同而发生变化。当 Zn2+浓度在最低浓度(0.100mg/L)
时, 受精率随着 Cd2+浓度的上升而下降; 当 Cd2+浓度

在最低浓度(0.030mg/L)时, 受精率随 Zn2+浓度的上

升而先降低后升高再下降。 
 

表 2  模型的方差分析 
Tab.2  Analysis of variance for the adequacy of the model 

来源 平方和 SS 均方 MS F值 P值 

模型 2163.631 309.090 110.044 0.0013 

Cd2+ 365.581 365.581 130.156 0.0014 

Zn2+ 164.711 164.711 58.642 0.0046 

Cd2+×Zn2+ 337.090 337.090 120.013 0.0016 

(Cd2+)2 3.021 3.021 1.076 0.3759 

(Zn2+)2 6.790 6.790 2.417 0.2178 

(Cd2+)2×Zn2+ 584.087 584.087 207.950 0.0007 

Cd2+×(Zn 2+)2 968.044 968.044 344.649 0.0003 

残差 8.426 2.809   

失拟 5.305 5.305 3.400 0.2065 

纯误差 3.121 1.560   

注: 决定系数 R2 = 0.996, 矫正决定系数 Adj.R2 = 0.987, 预测决定系数 Pred.R2 = 0.887 
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表 3  回归方程系数及 95%置信区间估计 
Tab.3  The coefficient estimate and 95% confidence interval 

95%置信区间 
因子 系数估计 标准误 

下限 上限 

截距 31.227 0.860 28.491 33.963 

Cd2+ 13.520 1.185 9.749 17.291 

Zn2+ 9.075 1.185 5.304 12.846 

Cd2+×Zn2+ 9.180 0.838 6.513 11.847 

(Cd2+)2 −1.092 1.053 −4.443 2.259 

(Zn2+)2 −1.637 1.053 −4.988 1.714 

(Cd2+)2×Zn2+ −20.930 1.451 −25.549 −16.311 

Cd2+×(Zn2+)2 −26.945 1.451 −31.564 −22.326 

注: 表中系数估计的值为编码值 

3  讨论 

3.1  Cd2+、Zn2+对马

氏珠母贝受精率

的一次效应 
有研究指出 ,  精

子运动活力可间接反

映精子的受精能力精

子活力与受精率密切

相关, 在人工授精时, 
为了获得高的受精率, 
必须使精子具有较强

的活力 (To th  e t  a l ,  
1991)。研究人员先后报道了当精子用 Cd2+处理后受

精率会下降(Arizza et al, 2010; Gopalakrishnan et al, 
2008; Pagano et al, 1982), Cd2+可以通过影响精子各

种代谢酶的活性(徐莉春等, 2000), Cd2+通过与巯基结

合或通过竞争性替代作用 , 置换出细胞内金属依赖
性酶类, 特别是抗氧化酶系中的金属辅基, 降低机体
抗氧化酶的活性 , 使机体清除自由基的能力下降导
致精子能量代谢障碍和 ATP 供给不足, 造成精子活
力降低。Cd2+还能明显抑制精子的特异标志酶——乳

酸脱氢酶同工酶的活力 (张峰等 , 2003), 因此随着
Cd2+浓度的升高, 受精率显著下降。另一方面, 当机
体内 Zn2+过高时精子计数和精子活动率也会明显下

降(卿笃兴等, 2009)。本实验显示 Cd2+与 Zn2+两因子

对马氏珠母贝受精率的一次效应影响极显著(P<0.01); 
Cd2+与 Zn2+两因子互作时对马氏珠母贝受精率的影

响极显著(P<0.01), 本实验结果与缢蛏受精率与锌离
子浓度呈线性负相关的研究结果(许振祖等, 1989)及
海洋多毛类线虫精子受 Cd2+与 Zn2+等重金属处理后受

精率降低的研究结果(Gopalakrishnan et al, 2008)相符。 
表 1 表明 Cd2+与 Zn2+的一次效应与马氏珠母贝

的受精率呈负相关, 随着 Cd2+、Zn2+浓度的增加受精

率呈下降趋势。其可能原因是受精作用会导致 Ca2+

内流或胞内 Ca2+库释放, 瞬时提高精子和卵子胞内
Ca2+浓度, 从而启动精子的顶体反应和卵子的皮层反
应(Darszon et al, 1999), Cd2+可以通过钙离子通道进

入细胞后抑制钙泵的功能(王随心等, 2011)进而影响
受精率。另一方面, Zn2+对卵子有直接毒性作用, Zn2+

可破坏膜性结构的脂质双层分子的生理性稳态 , 破
坏卵胶膜保护作用使细胞表面的糖蛋白含量发生改

变(卿笃兴等, 2009), 从而影响马氏珠母贝的受精率。
本实验中 Cd2+对受精率的影响大于 Zn2+, 与其它研
究(刘亚杰等, 1995)发现 Cd2+对扇贝的作用大于 Zn2+

的结果相符。 
3.2  Cd2+、Zn2+对马氏珠母贝受精率的互作效应 

海水中存在多种重金属 , 各种水生生物一生中
都受到多种重金属联合作用的综合影响 , 重金属间

 
 

图 1  Cd2+与 Zn2+对马氏珠母贝受精率影响的响应曲面图(A)和高线图(B) 
Fig.1  Response surface (A) and contour plot (B) of the effects of Cd2+ and Zn2+ on  

fertilization in P. martensii 
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的相互作用有拮抗、协同、相加等类型。国内外有研

究指出锌、镉是代谢拮抗物, 摄入大量的锌有助于动
物免受镉的毒性影响(Martínez et al, 1999), 若用锌预
先处理机体可减轻镉的毒性影响 (Fernández et al, 
2003; Kultima et al, 2006), Cd2+与 Zn2+间存在互作效

应(侯丽萍等, 2002)。但是这些研究结果仅揭示了Cd2+

与 Zn2+间的简单互作, 并没有深入探究其高级互作。 
本实验结果显示 Cd2+与 Zn2+两因子互作效应极

显著(P<0.01); 除了简单互作两因子间还存在高级互
作, Cd2+的二次效应与 Zn2+互作, Cd2+与 Zn2+的二次效

应互作均对马氏珠母贝受精率的影响极显著

(P<0.01)。从图 1 中可以看出, 当 Zn2+浓度在最低浓

度(0.100mg/L)时 , 受精率与 Cd2+浓度呈负相关 ; 当
Cd2+浓度在最低浓度(0.030mg/L)时, 受精率随 Zn2+浓

度的上升而先下降后提高再下降。本次实验中镉、锌

之间的互作说明低浓度的 Zn2+对高浓度的 Cd2+作用

不明显, 当 Zn2+浓度上升到一定程度时能有效减小

Cd2+的毒性作用。出现这种影响可能原因主要是: 第
一, 镉的化学性质与锌相似(赵素达, 1999), 机体在
吸收重金属的过程中,  Zn2+可以与 Cd2+竞争进入细

胞, 使进入细胞的 Cd2+量减少从而降低 Cd2+的毒性。

在 Zn2+量多时, 当 Zn2+可以祛除结合在酶中的 Cd2+, 
从而防止相关酶失去活性。第二, Cd2+对机体的毒性

作用与金属硫蛋白(MT)密切相关 , 因为金属硫蛋白
的含量决定 Cd2+能否对机体造成损害, 而锌恰恰是
金属硫蛋白合成的原始诱导物(Waalkes, 2003), Zn2+

可能通过增加 MT 的水平来使 Cd2+以金属硫蛋白复

合物的形式存在, 从而降低 Cd2+对受精率的影响。 
3.3  模型的建立及其意义 

响应曲面法的最大优点在于通过响应曲面分析

得到拟合度较高的模型方程。然而, 国内外大部分关
于重金属对受精率影响的研究 , 并没有建立起可靠
的模型进行预测 , 只是对重金属离子的几个孤立的
水平点进行分析(侯丽萍等, 2002; Arizza et al, 2010)。
本研究建立了受精率与两种离子间的回归模型。方差

分析 (表 2)结果显示 , 各因素对模型影响极显著
(P<0.01), 说明建立的模型有极显著统计学意义; 模
型失拟检验结果表明该回归模型恰当(P>0.05)。模型
拟合度很高并具有很好预测效果 , 可用于实际预测
Cd2+、Zn2+对马氏珠母贝受精率的影响。 

本次实验成功预测了 Cd2+、Zn2+对马氏珠母贝受

精率的影响。在其它离子对马氏珠母贝受精率的影响

方面, 喻达辉等(1999)研究表明, Cl−、SO4
2−浓度等于

或大于 3%才会对马氏珠母贝的配子产生影响, 而常
规离子 Na+、K+、Ca2+和 Mg2+等只有高达 3%的浓度
以及 pH为 10.5时才会对马氏珠母贝的配子细胞产生
影响, 本实验过程中阴离子 Cl−、SO4

2−及常规离子含

量均小于 3%, 因此可以忽略它们对本实验产生的影
响。但是海水中其它复杂成分是否会对马氏珠母贝的

受精率产生影响, 有待进一步研究。 
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COMBINED EFFECTS OF Cd2+ AND Zn2+ ON THE FERTILIZATION RATE IN 
PINCTADA MARTENSII (DUNKER) 

DENG Yun-Cui,  WANG Hui,  LI Yan-Hong,  ZHU Xiao-Wen,  LUO Ming-Ming,  WANG Ya-Nan 
(Fisheries College of Guangdong Ocean University, Zhanjiang, 524025) 

Abstract    Using the central composite face-centered design (CCF) and response surface methodology, the combined 
effects of Cd2+ (0.030—20.000mg/L) and Zn2+ (0.100—20.000mg/L) on the fertilization rate in Pinctada martensii were 
studied under laboratory conditions. The results showed that the effects of two factors Cd2+ and Zn2+ on the fertilization 
rate in P. martensii were highly significant (P<0.01), and effect of Cd2+ was more significant than that of Zn2+. The inter-
action between the two factors was also highly significant (P<0.01). Based on the response surface plots, it was found that 
with the increased concentration of Cd2+ and Zn2+ , the fertilization rate was decreased. When Zn2+ concentration was at its 
lowest level (0.100mg/L), the fertilization rate decreased with the increased Cd2+ concentration. When Cd2+ concentration 
was at its lowest level (0.030mg/L), the fertilization rate was first decreased and then increased as the concentration of Zn2+ 
increased. The model equation of the fertilization rate towards Cd2+ and Zn2+ was established, with R2 = 0.996, Adj.R2 = 
0.987 and Pred.R2 = 0.887 (P<0.01). The model equation could be practically used for forecasting the effects of Cd2+ and 
Zn2+ on the fertilization rate in P. martensii. 
Key words    Pinctada martensii (Dunker),  Fertilization rate,  Cd2+,  Zn2+ 


