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NGHI£N CøU VÒ METALLOTHIONEIN  
CñA TRAI C¸NH XANH - CRISTARIA BIALATA 

 
§oµn ViÖt B×nh, NguyÔn ThÞ Kim Dung, Phan V¨n Chi 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Metallothionein lµ mét lo¹i protein néi bµo 
cã kh¶ n¨ng g¾n kÕt vµ gi¶i phãng kim lo¹i tuú 
theo c¸c ®iÒu kiÖn h¸c nhau. V× vËy, chóng gi÷ 
vai trß quan träng trong viÖc gi÷ æn ®Þnh hµm 
l−îng c¸c nguyªn tè vi l−îng trong tÕ bµo, ®iÒu 
chØnh ho¹t tÝnh cña chóng, b¶o vÖ c¬ thÓ tr−íc t¸c 
®éng cña c¸c nguyªn tè kim lo¹i nÆng ®éc h¹i. 

Nghiªn cøu vÒ metallothionein mang l¹i 

nhiÒu kh¶ n¨ng øng dông kh¸c nhau. ë ng−êi vµ 
®éng vËt, metallothionein cã thÓ dïng lµ chÊt 
chØ thÞ sinh häc ®Ó ph¸t hiÖn nh÷ng c¸ thÓ bÞ 
nhiÔm ®éc kim lo¹i. Metallothionein còng lµ 
chÊt chØ thÞ cho m«i tr−êng sèng cña sinh vËt bÞ 
« nhiÔm kim lo¹i, ®Æc biÖt lµ nh÷ng kim lo¹i 
nÆng [2]. 

C¸c loµi nhuyÔn thÓ hai m¶nh vá th−êng 
xuyªn sèng ë tÇng ®¸y cña c¸c thuû vùc vµ sèng 
b»ng c¸ch läc thøc ¨n qua n−íc vµ líp bïn ë 
d−íi ®¸y, v× vËy chóng ®−îc chän sö dông ®Ó 
nghiªn cøu vÒ « nhiÔm m«i tr−êng n−íc, ®Æc 
biÖt lµ nghiªn cøu vÒ « nhiÔm kim lo¹i nÆng [5]. 

§] cã nhiÒu c«ng tr×nh trªn thÕ giíi nghiªn 
cøu t¸ch chiÕt, tinh chÕ vµ mét sè ®Æc ®iÓm sinh 
ho¸ cña metallothionein cña c¸c loµi hai m¶nh 
vá sèng trong n−íc biÓn nh− vÑm [1, 9], ®iÖp 
[10], ngao [11]... Tuy nhiªn, gÇn nh− ch−a cã 
c«ng tr×nh nµo nghiªn cøu vÒ protein nµy ë c¸c 
loµi hai m¶nh vá sèng trong n−íc ngät. 

ë n−íc ta, trong thêi gian gÇn ®©y do sù 
ph¸t triÓn å ¹t cña nhiÒu ngµnh c«ng nghiÖp vµ 
sù thiÕu ý thøc cña c¸c doanh nghiÖp trong viÖc 
xö lý n−íc th¶i, b¶o vÖ m«i tr−êng nªn nhiÒu 
vïng biÓn vµ nhiÒu thñy vùc n−íc ngät cã biÓu 
hiÖn bÞ « nhiÔm, ®Æc biÖt lµ « nhiÔm c¸c kim 
lo¹i nÆng, g©y t¸c ®éng xÊu ®Õn søc kháe cña 
con ng−êi [4, 8]. 

Trong b¸o c¸o nµy, chóng t«i tr×nh bµy nh÷ng 
kÕt qu¶ b−íc ®Çu nghiªn cøu vÒ metallothionein 
cña trai c¸nh xanh (Cristaria bialata), mét loµi 

®éng vËt hai m¶nh vá cã ph©n bè réng r]i trong 
c¸c ao, hå, s«ng ngßi cña n−íc ta. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. §èi t−îng 

Trai c¸nh xanh: dµi 7,5 cm, réng 6,1 cm, 
träng l−îng 24,5 g. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

a. Ph−¬ng ph¸p nu«i ®Ó kÝch thÝch sinh tæng 
hîp metallothionein 

§Ó kÝch thÝch sù sinh tæng hîp 
metallothionein ë trai c¸nh xanh, chóng t«i ®] 
nu«i trai trong ®iÒu kiÖn ph¬i nhiÔm víi mét 
kim lo¹i nÆng lµ Cd. Trai ®−îc nu«i trong bÓ 
kÝnh cã dung tÝch 80 lÝt n−íc, kÝch th−íc 55 cm 
× 55 cm × 28 cm, cã m¸y sôc khÝ liªn tôc 24/24 
giê. Mçi bÓ nu«i 4 con trai. Trai ®−îc cho ¨n 
b»ng t¶o silic vµ t¶o spirulina. BÓ kÝnh nu«i trai 
®−îc chiÕu s¸ng b»ng ®Ìn nª-«ng th«ng th−êng 
trong phßng thÝ nghiÖm vµ ¸nh s¸ng qua cöa sæ. 
N−íc trong bÓ nu«i lu«n ®−îc bæ sung CdCl2 ®Ó 
®¹t ®−îc nång ®é 15 µg/l. N−íc ®−îc thay liªn 
tôc, 2-3 ngµy/lÇn. Trong qu¸ tr×nh thÝ nghiÖm, 
n−íc trong bÓ nu«i ®−îc th−êng xuyªn kiÓm tra 
vµ duy tr× æn ®Þnh nh− sau: nång ®é Cd2+ (15 
µg/l), pH (7 - 7,5), nång ®é «xy hßa tan (3 - 5 
mg/l), ®é kiÒm (80 mg/l); nång ®é NH4

+ (< 0,5 
mg/l), NO2

- (< 0,1 mg/l) vµ NH3
  

(< 0,1 mg/l). Sau mçi tuÇn nu«i trong ®iÒu kiÖn 
thÝ nghiÖm, trai l¹i ®−îc chuyÓn sang bÓ nu«i 
kh«ng cã bæ sung Cd2+ ®Ó nu«i trong mét tuÇn. 

§o hµm l−îng Cd theo ph−¬ng ph¸p quang 
phæ hÊp thô nguyªn tö trªn hÖ m¸y AAS-3300 
cña h]ng Perkin-Elmer (USA). 

§o nång ®é «xy hßa tan trong n−íc b»ng 
m¸y DOT-0204 do ViÖn Khoa häc VËt liÖu 
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(ViÖn Khoa häc vµ C«ng nghÖ ViÖt Nam)  
s¶n xuÊt. 

§o pH cña bÓ n−íc b»ng giÊy ®o pH 
neutralit cña h]ng Merck. 

KiÓm tra ®é kiÒm; nång ®é NH4
+, NO2

-, NH3 
b»ng EVT - Kit cña Trung t©m M«i tr−êng 
thuéc ViÖn §Þa chÊt. 

b. Ph©n tÝch hµm l−îng metallothionein 

Theo ph−¬ng ph¸p cña D. L. Eaton vµ cs. [6]. 

c. Ph©n tÝch hµm l−îng Cd  

Theo ph−¬ng ph¸p quang phæ hÊp thô 
nguyªn tö trªn hÖ m¸y AAS - 3300 cña h]ng 
Perkin-Elmer ( USA). 

d. Ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt metallothionein 

 Thu dÞch tÕ bµo cã chøa Metallothionein: 
m« cña tuyÕn tiªu hãa cña trai ®−îc xö lý theo 
ph−¬ng ph¸p cña D.C Simes vµ cs. [11] ®Ó thu 
®−îc dÞch tÕ bµo cã chøa metallothionein.  

S¾c ký läc gel trªn cét Sephadex G75: dÞch 
tÕ bµo cã metallothionein ®−îc ®−a lªn cét 
Sephadex G-75 (Pharmacia - Thuþ §iÓn) kÝch 
th−íc 95 × 1,8 cm, tèc ®é ch¹y 1 ml/phót, th«i 
protein b»ng dung dÞch Tris-HCl 0,02 M, pH 8,6 
vµ thu c¸c ph©n ®o¹n 5 ml. §o ®é hÊp thô tia tö 
ngo¹i trªn m¸y Shimadzu UV-1601 (NhËt B¶n) 
trªn c¸c b−íc sãng 254 vµ 280 nm. X¸c ®Þnh 
hµm l−îng Cd cã trong mçi ph©n ®o¹n b»ng 
ph−¬ng ph¸p quang phæ hÊp thô nguyªn tö. 

S¾c ký trao ®æi ion trªn DEAE-cellulose:

c¸c ph©n ®o¹n thu ®−îc sau khi ch¹y cét 
sephadex ®] ®−îc x¸c ®Þnh lµ cã chøa hµm 
l−îng Cd cao ®−îc gom l¹i, ®«ng kh« råi ®−a 
lªn cét DEAE-cellulose (TCI - NhËt B¶n), kÝch 
th−íc 8 × 2,8 cm, th«i protein b»ng Tris-HCl 
0,02M vµ 0,4M, pH 8,6, thu c¸c ph©n ®o¹n 4 ml. 
§o ®é hÊp thô tia tö ngo¹i trªn m¸y Shimadzu 
UV-1601 (NhËt B¶n) trªn c¸c b−íc sãng 254 vµ 
280 nm. X¸c ®Þnh hµm l−îng Cd cã trong mçi 
ph©n ®o¹n b»ng ph−¬ng ph¸p quang phæ hÊp thô 
nguyªn tö. 

e. X¸c ®Þnh khèi l−îng ph©n tö cña 
metallothionein 

Khèi l−îng ph©n tö cña metallothionein 
®−îc x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p ®iÖn di gel 
SDS-PAGE theo Laemmli [3]. 

II. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN 

1. Sù sinh tæng hîp metallothionein trong 
®iÒu kiÖn m«i tr−êng « nhiÔm Cd 

KÕt qu¶ theo dâi sù ph¸t triÓn cña trai c¸nh 
xanh sèng trong m«i tr−êng cã hµm l−îng cao 
Cd trong thêi gian h¬n mét th¸ng cho thÊy trai 
vÉn ph¸t triÓn kÝch th−íc vµ t¨ng träng l−îng 
(b¶ng 1).  

Tuy nhiªn, cµng vÒ cuèi thêi gian thÝ 
nghiÖm th× trai cã biÓu hiÖn vËn ®éng Ýt h¬n vµ 
läc thøc ¨n còng kÐm h¬n. §iÒu ®ã cho thÊy, 
hµm l−îng Cd cao trong thêi gian dµi râ rµng cã 
¶nh h−ëng ®Õn søc kháe cña trai. 

 

B¶ng 1 

Sù ph¸t triÓn cña trai c¸nh xanh sèng trong ®iÒu kiÖn « nhiÔm Cd 

STT Thêi gian Ngµy 1 Sau 21 ngµy Sau 35 ngµy 
1 Träng l−îng (g) 24,5 27,75 33 
2 ChiÒu dµi (cm) 7,5 7,7 7,75 
3 ChiÒu réng (cm) 6,1 6,25 6,3 

 
KÕt qu¶ ph©n tÝch hµm l−îng 

metallothionein trong m« tuyÕn tiªu hãa cña trai 
(b¶ng 2) cho thÊy cµng sèng l©u trong ®iÒu kiÖn 
n−íc bÞ « nhiÔm Cd th× cµng cã nhiÒu 

metallothionein ®−îc tæng hîp. Nh− vËy, víi 
®Æc tÝnh nµy, metallothionein cña trai c¸nh xanh 
còng cã thÓ nghiªn cøu sö dông dïng lµm chØ 
thÞ cho m«i tr−êng « nhiÔm kim lo¹i nÆng.  

 
B¶ng 2 

Hµm l−îng metallothionein cña trai c¸nh xanh sèng trong ®iÒu kiÖn « nhiÔm Cd 

Thêi gian Ngµy 1 Sau 21 ngµy Sau 35 ngµy 

Metallothionein (µg/g m« t−¬i ) 42,25 128,87 202,68 
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2. S¾c ký läc gel trªn cét Sephadex G-75 

Protein cña dÞch tÕ bµo m« tuyÕn tiªu ho¸ 
cña trai c¸nh xanh ph©n ®o¹n trªn cét Sephadex 
G-75, tæng sè thu ®−îc 46 ph©n ®o¹n (h×nh 1). 
KÕt qu¶ t¸ch ®−îc 2 ®Ønh. §Ønh thø nhÊt ë ph©n 
®o¹n sè 7 vµ ®Ønh thø hai ë ph©n ®o¹n sè 23. 
§ång thêi kÕt qu¶ còng cho thÊy ®o ë b−íc 
sãng 254 nm thu ®−îc kÕt qu¶ tèt h¬n ë b−íc 
sãng 280 nm.  

Khi ®o kiÓm tra hµm l−îng Cd c¸c ph©n 
®o¹n tõ 1-46 (h×nh 2) th× ph©n ®o¹n sè 11 cã 
hµm l−îng Cd cao nhÊt (23,81 µg/l). C¸c ph©n 
®o¹n ®èi xøng hai bªn cña ph©n ®o¹n nµy lµ 
c¸c ph©n ®o¹n sè 9, 10 vµ 12, 13 cã hµm l−îng 
Cd lÇn l−ît theo thø tù lµ 5,82, 16,4 vµ 14,82, 
9,38 µg/l. Ph©n ®o¹n sè 23 chØ cã hµm l−îng 
0,33 µgCd/l. Nh− vËy, chØ trong c¸c ph©n ®o¹n 
tõ sè 9 -13 lµ cã kh¶ n¨ng cã metallothionein v× 
protein nµy cã kh¶ n¨ng g¾n kÕt rÊt tèt víi kim

lo¹i, ®Æc biÖt lµ víi Cd. 

Nghiªn cøu vÒ metallothionein cña c¸c loµi 
vÑm biÓn Mytilus galloprovincialis vµ Mytilus 
edulis, cña ®iÖp Adamussium colbecki, c¸c t¸c 
gi¶ E. Carpene vµ cs. [1], J. M. Frazier vµ cs. [7], 
E. Ponzano vµ cs. [10] còng thu ®−îc hai ph©n 
®o¹n khi cho dÞch tÕ bµo ch¹y trªn cét s¾c ký läc 
gel vµ sau ®ã ®o kiÓm tra nång ®é Cd trong c¸c 
ph©n ®o¹n thu ®−îc. Hai ph©n ®o¹n nµy ®−îc ®Æt 
tªn lµ MT1 vµ MT2. MT1 lµ metallothionein cã 
khèi l−îng ph©n tö kho¶ng 25 000 Dalton, lín 
h¬n MT2 cã träng l−îng ph©n tö chØ vµo kho¶ng 
6000-7000 Dalton. Còng theo c¸c t¸c gi¶ trªn th× 
do ph©n tö metallothionein cã chøa nhiÒu l−u 
huúnh (tíi 30%) nªn ®o ë b−íc sãng 254 nm hÊp 
thô tèt h¬n. 

Nh− vËy theo pháng ®o¸n cña chóng t«i th× 
c¶ MT1 vµ MT2 cña trai c¸nh xanh ®Òu n»m 
trong ®Ønh thø nhÊt cña s¾c ký ®å läc gel trªn cét 
Sephadex G75 (h×nh 1). 
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H×nh 1. S¾c ký dÞch tÕ bµo tuyÕn tiªu ho¸ cña trai c¸nh xanh trªn gel Sephadex G-75 

(-�-: OD 254 nm; -�-: OD 280 nm). 
 

3. S¾c ký trao ®æi ion trªn DEAE-cellulose 

§Ó tiÕp tôc lµm s¹ch ph©n tö protein ®] thu 
®−îc qua s¾c ký läc gel Sephadex chóng t«i ®] 
lÊy ph©n ®o¹n sè 11 cho ch¹y tiÕp trªn cét s¾c 
ký trao ®æi ion DEAE-cellulose, tæng sè thu 
®−îc 22 ph©n ®o¹n (h×nh 3). KÕt qu¶ thu ®−îc 4 
®Ønh ë c¸c ph©n ®o¹n sè 4, 7, 11 vµ 17. Tuy 
nhiªn, khi ®o kiÓm tra nång ®é Cd trong c¸c 
ph©n ®o¹n thu ®−îc th× chØ cã ph©n ®o¹n sè 11 
vµ sè 17 lµ cã hµm l−îng Cd cao (1,76 vµ 1,17 

µg/l) (h×nh 4). Ph©n ®o¹n sè 4 vµ ph©n ®o¹n sè 7 
cã hµm l−îng Cd rÊt nhá (0,12 vµ 0,24 µg/l), 
cßn Ýt h¬n c¶ c¸c ph©n ®o¹n kh¸c. Nh− vËy, chØ 
ë 2 ph©n ®o¹n sè 11 vµ 17 cã protein g¾n kÕt víi 
Cd. Trong ph©n ®o¹n sè 4 vµ sè 7 cã protein 
nh−ng ®ã kh«ng ph¶i lµ protein g¾n kim lo¹i; vµ 
nh− vËy, trong c¸c ph©n ®o¹n ®ã kh«ng cã 
metallothionein. 

Khi tiÕp tôc lµm s¹ch c¸c ph©n tö protein 
chøa kim lo¹i thu ®−îc sau khi s¾c ký läc gel 
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b»ng s¾c ký trao ®æi ion, nhiÒu c«ng tr×nh 
nghiªn cøu cña c¸c t¸c gi¶ kh¸c [1, 7, 11] còng 
®] thu ®−îc tõ 2-4 ®Ønh cã hµm l−îng Cd cao. 
Theo c¸c nhµ nghiªn cøu nµy th× ®ã chÝnh lµ c¸c 
®ång d¹ng (isoform) kh¸c nhau cña ph©n tö 

metallothionein. C¸c ®ång d¹ng nµy cã cïng 
träng l−îng ph©n tö nh−ng kh¸c nhau vÒ ho¸ trÞ 
vµ chÝnh do cã sù kh¸c nhau nµy mµ 
metallothionein cã kh¶ n¨ng g¾n kÕt víi nhiÒu 
lo¹i kim lo¹i kh¸c nhau.  
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H×nh 2. Hµm l−îng Cd trong c¸c ph©n ®o¹n sau khi s¾c ký läc gel Sephadex G-75 
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H×nh 3. S¾c ký trao ®æi ion DEAE-cellulose ph©n ®o¹n sè 11 cña s¾c ký läc gel Sephadex G-75 
(-�-: OD 254 nm; -�-: OD 280 nm). 
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4. Khèi l−îng ph©n tö cña metallothionein 
cña trai c¸nh xanh 

KÕt qu¶ ®iÖn di cho thÊy metallothionein 
cña trai c¸nh xanh cã khèi l−îng ph©n tö 
kho¶ng 18,5 kDa (h×nh 5). Nh− vËy 
metallothionein cña trai c¸nh xanh cã khèi 
l−îng ph©n tö gÇn b»ng metallothionein cña loµi 
vÑm Mutilus edulis do Mackay vµ céng sù ®] 
x¸c ®Þnh ®−îc [9]. 
 

 
H×nh 5. §iÖn di SDS-PAGE cña c¸c ph©n ®o¹n 
s¾c ký trªn cét Sephadex G-75 cña dÞch tuyÕn 

tiªu hãa cña trai c¸nh xanh.  
1. ph©n ®o¹n sè 11; 2. Marker. 

III. KÕT LUËN 

1. Trong ®iÒu kiÖn nu«i thÝ nghiÖm víi nång 
®é Cd trong n−íc lµ 15 µg/l, hµm l−îng 
metallothionein ®o ®−îc trong dÞch tÕ bµo tuyÕn 
tiªu ho¸ cña trai c¸nh xanh t¨ng dÇn tõ 42,25 
(ngµy b¾t ®Çu thÝ nghiÖm) lªn 128,87 (sau 21 
ngµy) vµ 202,68 µg/g m« t−¬i (sau 35 ngµy). 
Metallothionein cña trai c¸nh xanh cã thÓ tiÕp 
tôc nghiªn cøu ®Ó sö dông lµm chØ thÞ cho m«i 
tr−êng « nhiÔm kim lo¹i nÆng (Cd). 

2. §] t¸ch chiÕt vµ thu ®−îc c¸c ph©n ®o¹n 
cã chøa metallothionein cña trai c¸nh xanh b»ng 
s¾c ký läc gel Sephadex G-75 vµ s¾c ký trao ®æi 
ion DEAE-cellulose. 

3. Metallothionein cña trai c¸nh xanh cã 
khèi l−îng ph©n tö 18,5 kDa vµ cã 2 ®ång d¹ng 
®−îc ph¸t hiÖn. 

Lêi c¶m ¬n: C«ng tr×nh ®−îc thùc hiÖn t¹i 
Phßng thÝ nghiÖm träng ®iÓm c«ng nghÖ gien, 
ViÖn C«ng nghÖ sinh häc, ViÖn Khoa häc vµ 
C«ng nghÖ ViÖt nam 
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Doan Viet Binh, Nguyen Thi Kim Dung, Phan Van Chi 

 
Summary 

 

Metallothionein is a cytoplasmic protein witch may serve a detoxication function or as a 
storage/transport protein for essential trace metals in animals. Metallothionein of bivalve molluscs 
are often used for evaluation of heavy metal environmental pollution. 

In this article we report about our fist results on research of metallothionein of the freshwater 
mussel (Cristaria bialata). The induction of metallothionein was carried out in experiment with 
exposure to CdCl2. The mussel were kept in a 80L aquaria with aerated freshwater contaminated 
with 15 µgCd2+/l. The water in aquaria was changed two times a week. The mussel were fed every 
two days with a small amount of fresh diatoms or spirulina. They were transferred into fresh 
medium every second week. Contents of metallothionein were analyzed by the Cd/Hemoglobin 
affinity assay. The determinated values of metallothionein are 128.87 (after 21 days) and 202.68 
µg/g wet weight (after 35 days). Metallothionein was isolated from the digestive gland of the mussel 
by gel filtration chromatography with Sephadex G-75. Fractions were monitored for absorbance at 
254 and 280 nm by UV spectrophotometer and showed higher absorbance at 254 then at 280 nm. 
Cadmium content of the fractions was analyzed by atomic absorption spectrometry. The Cd2+-
containing peak fractions were pooled, lyophilized and further purified by ion exchange 
chromatography with DEAE-cellulose. The elution profiles of the fractions showed 2 isoforms of 
metallothionein. The determinate value of the molecular weight of metallothionein of the freshwater 
mussel is 18,5 kDa. Metallothionein of the freshwater mussel (Cristaria bialata) could be propose 
to use as biomarker for water pollution heavy metal (Cadmium). 
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