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利用单细胞凝胶电泳技术研究镉对

鲫鱼淋巴细胞ＤＮＡ的损伤
胡晓磐，周建华，时夕金

（苏州大学放射与公共卫生学院，江苏 苏州 ２１５００７）
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镉是生物体非必须的有毒重金属元素，由于其在

工农业生产过程中应用广泛，目前已成为水环境的主

要污染物之一。镉进入水体后，通过食物链在各营养

级的生物体内蓄积，使生物种类和数量、群落组成及

其结构、生物的生长繁殖及遗传特性发生变化 犤１犦。以

往对其毒性的评价多采用理化、生化分析、ＬＤ５０测定

等，但这些单一的指标难以反映镉污染对水生生物的

总体效应。

单细胞凝胶电泳技术是近年来国内外用于哺乳

动物细胞ＤＮＡ损伤检测的一种成熟技术，与传统的
ＤＮＡ损伤检测方法相比，它简便、快速、灵敏，适合体
内外不同类型实验和各种类型细胞。为此，本文采用

单细胞凝胶电泳技术 牗Ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｅｌ－ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
ＳＣＧＥ牘研究镉对鲫鱼 牗Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ牘淋巴细胞
ＤＮＡ的损伤效应，为水体环境的生物监测，筛选水环
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表１ 不同浓度氯化镉对鲫鱼淋巴细胞 ＤＮＡ损伤的影响

Ｔａｂｌｅ１ＥｆｆｅｃｔｏｆｃａｄｍｉｕｍａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｎＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｆＣａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ

注：为与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５。

境中基因毒剂指标，进一步阐明镉的毒理学作用机制

提供更多的线索。

１ 材料与方法

１．１试剂与仪器
氯化汞（ＨｇＣ１２），分析纯，上海试剂四厂生产；正

常熔点琼脂糖、低熔点琼脂糖 （Ｂｉｏｔｅｃｈ公司）；Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００（进口分装）；Ｔｒｉｓ（Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；溴化乙锭
（Ｓｉｇｍａ分装）。水平电泳槽和ＤＹＹ－６Ｂ型电泳仪（北
京六一仪器厂）；荧光显微镜（ＢＸ－６０型，ＯＬＹＭＰＵＳ，
日本）。

１．２供试鱼及其饲养
鲫鱼，白鲫种，体重牗１２５±２０牘ｇ，由苏州某水产养

殖场提供，饲养于水簇箱（５０ｃｍ×３８ｃｍ×４０ｃｍ）。饲
养水采用自来水，自然曝气２ｄ，水温１５℃～２０℃，
ｐＨ值为６．８～７．２，溶解氧为５ｍｇ·Ｌ－１，余氯为０。每
天换水一次，每次换水量为原水体积的１／３，用小型
气泵充气增氧，饲养３ｄ后无异常开始实验，实验期
间不投食。

１．３处理方法
鲫鱼６０尾，随机分成１０组，每组６尾。试验分剂

量效应和时间效应两部分，剂量效应设４个组，在预
实验基础上，以鲫鱼不出现急性、亚急性中毒症状为

原则，鲫鱼分别腹腔注射 ０．１２５、０．３１３、０．６２６和
１．２５０ｍｇ·ｋｇ－１氯化镉，染毒２４ｈ，另设一个阴性对
照组，腹腔注射等容积的鱼用生理盐水；在 １．２５０
ｍｇ·ｋｇ－１染毒条件下，设１２、２４、４８、７２ｈ４个时间效
应组牞另设一个０时间对照组。各组在规定时间内尾
静脉取血１．５ｍＬ进行ＳＣＧＥ试验。
１．４实验方法
１．４．１样品的处理

肝素抗凝血１．５ｍＬ溶于等体积的鱼用ＰＢＳ缓冲
液，将混合液加入淋巴细胞分离液中，２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心２０ｍｉｎ，提取淋巴细胞。
１．４．２ＳＣＧＥ试验

按Ｓｉｎｇｈ等方法 犤２犦略加改进。取１．０％正常熔点
琼脂糖７５μＬ铺于载玻片上成第一层，凝固后将１０
μＬ细胞悬液和７５μＬ０．７％低熔点琼脂糖混匀，铺第
二层，再用０．７％低熔点琼脂糖７５μＬ铺第三层。待胶
完全凝固后玻片放入预冷的细胞裂解液中 （２．５
ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣ１，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＥＤＴＡ牞１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１Ｔｒｉｓ，１０％ＤＭＳＯ和 １％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）裂解 ９０
ｍｉｎ；之后取出玻片置于盛有新鲜配制电泳液 （３００

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＥＤＴＡ，ｐＨ１３）的电
泳槽内解旋３０ｍｉｎ；调节电压为２５Ｖ牞电流为３００ｍＡ，
电泳２０ｍｉｎ；取出玻片用中和液 （０．４ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ
ｐＨ７．５）冲洗３次，甲醇固定１０ｍｉｎ，滴加４０μＬ溴乙
锭（２ｍｇ·Ｌ－１）染色２０ｍｉｎ。

用荧光显微镜在５１５ｎｍ的激发波长下观察，每
组随机观察１５０个细胞。ＤＮＡ出现拖尾现象即为彗
星细胞，用目镜测微尺测量彗星细胞的尾长（即ＤＮＡ
迁移长度），再计算出每组的平均迁移长度及其标准

差。

１．５统计学处理
采用ＳＰＳＳ１０．０软件包处理数据，用ＯＮＥＷＡＹ－

ＡＮＯＶＡ进行方差分析，两两比较采用Ｔａｍｈａｎｅ′ｓＴ２
法。

２ 结果

２．１不同浓度氯化镉对鲫鱼淋巴细胞ＤＮＡ损伤的影
响

由表１可知，各剂量组ＤＮＡ平均迁移长度明显
增加，与阴性对照组比较差异有显著性 （Ｐ＜０．０５）；
另外，随着氯化镉染毒剂量的增加，各剂量组ＤＮＡ平
均迁移长度逐渐增加，在实验浓度范围内，存在明显

的剂量－效应关系（Ｐ＜０．０１），提示氯化镉对鲫鱼淋
巴细胞 ＤＮＡ有损伤作用，且随着染毒剂量的增加，
ＤＮＡ损伤加重。

２．２不同染毒时间对鲫鱼淋巴细胞ＤＮＡ损伤的影响
由表２可知，在１．２５０ｍｇ·ｋｇ－１染毒条件下，随

着染毒时间的延长，ＤＮＡ平均迁移长度逐渐增加，２４
ｈ时达到最大值，之后开始下降；与０时间组比较，各
时间效应组的ＤＮＡ平均迁移长度明显增加，且差异
有显著性 （Ｐ＜０．０５），说明氯化镉在较短的时间内
（１２ｈ）即可引起鲫鱼淋巴细胞ＤＮＡ损伤，但未发现
明显的时间－效应关系。

组别
氯化镉

观察细胞数 彗星细胞数
ＤＮＡ平均迁移长度

／ｍｇ·ｋｇ－１ ／μｍ，ｘ±ｓ
阴性对照组 ０ １５０ ５ ８．２８±２．６０
染毒组 ０．１２５ １５０ １６ １０．２６±４．７３

０．３１３ １５０ ３０ １２．４２±６．４９

０．６２６ １５０ ５０ １４．７９±７．４８

１．２５０ １５０ ７０ １７．２６±８．２３

檧檧檧檧
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表２ 不同染毒时间对鲫鱼淋巴细胞 ＤＮＡ损伤的影响

Ｔａｂｌｅ２ ＥｆｆｅｃｔｏｆｃａｄｍｉｕｍｏｎＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｏｆ
Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｏｓｅｄｔｉｍｅｓ

注：为与０时间组比较，Ｐ＜０．０５。

染毒时间
观察细胞总数 彗星细胞数

ＤＮＡ平均迁移长度
／ｈ ／μｍ，ｘ±ｓ
０ １５０ ５ ８．４６±２．７４
１２ １５０ ２５ １７．０７±７．５８

２４ １５０ ７０ １８．７９±７．７８

４８ １５０ ２４ １２．８１±４．２６

７２ １５０ ２５ １４．０４±５．９８

檧檧檧檧

３ 讨论

作为一种有毒的重金属物质，镉进入水体后与水

体中的各种物质发生相互作用，对生物体产生毒性作

用。ＪｏｎｅｓＩ等 犤３～５犦研究发现：镉对鲫鱼的生长具有抑

制作用，且能损伤鲫鱼的脾、肾等器官。本实验通过建

立鱼类生物模型，研究了氯化镉对鲫鱼淋巴细胞

ＤＮＡ的损伤。结果证实，氯化镉可以引起鲫鱼淋巴细
胞ＤＮＡ损伤，随着镉剂量的增加，ＤＮＡ损伤加重，说
明氯化镉对鲫鱼具有遗传毒性作用。检索哺乳动物的

相关资料，发现氯化镉可诱发人体外周血淋巴细胞

ＤＮＡ单链、双链断裂，且ＤＮＡ双链断裂呈剂量反应
关系 犤６犦；余日安、陈学敏 犤７犦也发现一定剂量的氯化镉

能引起离体和在体大鼠肝细胞ＤＮＡ损伤。可见，在一
定实验条件下，氯化镉可导致不同类型生物细胞的

ＤＮＡ损伤。
重金属对鱼类的毒性作用与它在鱼体内的运转、

分布、转化、排泄等代谢有关，此外，鱼类暴露于Ｚｎ、
Ｃｕ、Ｃｄ等重金属均能诱导体内的金属硫蛋白，这些蛋
白质在镉的解毒过程中起着重要作用 犤８犦。因此，镉对

鲫鱼淋巴细胞ＤＮＡ的损伤是一个复杂的过程，本次
实验并未发现氯化镉对鲫鱼淋巴细胞ＤＮＡ的损伤存
在明显的时间效应关系，这可能和上述原因及 ＤＮＡ
损伤修复有关，或是由于随着暴露时间的延长，ＤＮＡ
断裂程度较高，以致在电泳时断片可能丢失犤９犦。

有关镉致鱼类的基因毒性研究较少，有限的资料

表明，镉易于诱发鱼类细胞染色体畸变，导致红细胞

核异常及不同组织中蛋白质发生质和量的变化 犤１０犦；

鳟鱼肝细胞体外暴露于不同浓度的镉，能诱导细胞凋

亡及ＤＮＡ单链断裂 犤９犦；经金属镉离子的诱导，草鱼

ＺＣ７９０１细胞ＤＮＡ发生特异降解犤１１犦。对于镉致鱼类的

基因毒性作用机制更是不甚清楚，有人认为，活性氧

族（ＲＯＳ）在镉致ＤＮＡ单链断裂中发挥了重要作用犤９～

１２犦，用ＲＯＳ清除剂和镉同时处理鱼类细胞，能显著降
低 ＤＮＡ断片的形成及 ＤＮＡ单链断裂。由此可以推
测，镉引起的细胞ＤＮＡ损伤是由于氧化应激引起脂
质过氧化并有自由基的介入。

本研究将 ＳＣＧＥ技术用于鱼类淋巴细胞的 ＤＮＡ
损伤的检测，结果表明ＳＣＧＥ技术能够检测出鱼类淋
巴细胞的ＤＮＡ损伤。由于其无需复杂的实验条件，所
需样品量小，分析时间相对较短，敏感性较高，且生物

学变化更直接地反映出水环境污染对水生生物的影

响，因而鱼类淋巴细胞ＤＮＡ损伤可望成为一个较好
的水环境基因毒剂指标。
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