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摘要: 通过野外采集漳泽水库不同采样点的黑斑蛙蝌蚪，采用微核、核异常、彗星试验 3 种方法，研究了水体污染对蝌蚪红细

胞微核率、核异常率和 DNA 断裂 3 种遗传毒性指标的影响。微核试验结果显示: 各采样点红细胞微核率除泽头采样点外，均

明显高于阴性对照( P ＜ 0． 01) ，其中水库入口店上采样点的微核率最高，为 6． 87‰，位于水库上、中、下游 3 个采样点的微核率

逐渐下降，从大到小依次为: 下韩( 5． 45‰) 、台上( 3． 71‰) 、泽头( 2． 33‰) 。核异常试验结果显示: 各采样点核异常率均明显

高于阴性对照( P ＜ 0． 01) ，核异常率与微核率二者变化趋势趋于一致。彗星试验结果显示: 各采样点红细胞尾长、尾矩与阴性

对照相比差异均极显著( P ＜ 0． 01) ，尾长、尾矩的变化趋势与微核试验结果一致。对同样位于水库中游的采样点司徒和台上

的 4 个指标进行多重比较分析发现: 微核率、核异常率和彗星尾长差异均不显著( P ＞ 0． 05) ，而尾矩差异显著( P ＜ 0． 05) 。综

上可知，漳泽水库各采样点水体具有较高的遗传毒性，主要毒性作用为引起染色体( DNA) 断裂; 各采样点遗传毒性指标变化

规律与水体污染物变化规律趋于一致，因此应用这 3 种方法可以有效地对水体遗传毒性进行检测。
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Abstract: Micronucleus test，nucleus abnormality test and comet test were applied to explore the effects of the wa-

ter pollutant on three genetic toxicity indexes，namely，micronucleus frequency，nuclear anomalies frequency，

DNA fracture of Ｒana nigromaculata sampled from five sampling points of Zhangze Ｒeservoir． The results of micro-

nucleus test showed that the erythrocyte micronucleus frequency of all sampling points was significantly higher than

that of the negative control ( P ＜ 0． 01) ，except for that of Zetou． The highest micronucleus frequency was 6． 87‰

at Dianshang located in the entrance of the reservoir，and the micronucleus frequency decreased gradually at three

sampling points located in the upstream，midstream and downstream，i． e． ，Xiahan ( 5． 45‰) ，Taishang ( 3．
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71‰) and Zetou ( 2． 33‰) ． The results of nucleus abnormality showed that nuclear abnormality frequency of the
erythrocytes at all sampling points was significantly higher than that of the negative control ( P ＜ 0． 01) ． The change
trend of nuclear abnormality of all sampling points was consistent with that of the micronucleus test． The results of
comet test showed that both the tail length and the tail moment of the erythrocytes were significantly higher than that
of the negative control ( P ＜ 0． 01) at all sampling points，and the change trend of both the tail length and the tail
moment was consistent with that of the micronucleus test． By comparing and analyzing four indexes of Situ and Tais-
hang both located in the midstream，it is found that no significant difference ( P ＞ 0． 05) was observed in the micro-
nucleus frequency，nuclear abnormality and comet tail length，but there was significant difference ( P ＜ 0． 05 ) in
the comet tail moment． In conclusion，the water from different sampling points in Zhangze Ｒeservoir showed high
genetic toxicity，which mainly caused chromosome ( DNA) fracture． The genetic toxicity indexes of all sampling
points varied consistently with the pollutant change of the water body，so the genetic toxicity of the water body can
be detected effectively through the three methods mentioned above．
Keywords: micronucleus test; nuclear anomalies; comet test; Zhangze reservoir; tadpoles; genotoxicity

漳泽水库位于山西省长治市以北 20 km 处，地

处浊漳河南源的中游，是长治市工农业生产的主要

水源，同时也是长治市重要的饮用水备用水源。但

是近年来，随着库区周边工农业生产的快速发展和

人口增长，工农业生产废水、生活污水的排放，越来

越多的污染物进入水体，出现大量鱼类和贝类死亡，

甚至有畸形青蛙出现，引发人们对漳泽水库水体污

染物遗传毒性的关注。水体中污染物种类繁多、含
量极低，难以对其逐个进行分析，而应用生物检测可

以对水体遗传毒性进行有效的、全面的评价［1］。
两栖动物蝌蚪在变态前皮肤由单层细胞组成，

水体环境中的污染物易于在其体内富集; 另外，其红

细胞具有细胞核且体积较大，容易观察，并具有较旺

盛的细胞分化增殖能力，水体环境中诱变物引起的

遗传毒性能够通过细胞分裂很快体现出来［2］。因

此，两栖类的蝌蚪是对水体环境进行生物检测较理

想的指示生物。微核试验和核异常试验是以染色体

损伤和细胞核内遗传物质的变化等为测试终点的生

物检测方法，具有简便、可靠等优点，因此在水体污

染的遗传毒性的检测中，以两栖类动物为研究对象

的微核及核异常试验得到了广泛的应用［2-4］。彗星

试验( 单细胞凝胶电泳) 是一种较为敏感的 DNA 损

伤检测手段，只需 2 ～ 3 h 即可完成试验; 同时彗星

图像可采用 CASP 软件分析，使实验结果更加的客

观准确［5］; 目前国内外应用彗星试验对水体环境遗

传毒性的检测大多以鱼类、软体动物等作为指示生

物，也有以人体淋巴细胞作为受试对象的报道［5-9］，

但以两栖类蝌蚪进行的研究仅见 Ｒalph 等［10］关于

绿蛙、豹蛙等的报道。
黑斑蛙( Ｒana nigromaculata) 属于两栖类动物，

是中国北方的广布种。本研究以漳泽水库各采样点

野外现场采集的黑斑蛙蝌蚪为指示生物，以其外周

血红细胞为研究对象，采用微核、核异常以及彗星试

验 3 种不同的测试方法，从细胞水平和分子水平 2
个平台，研究漳泽水库水体环境中的各种复杂混合

物潜在的生物遗传毒性效应，为建立水环境污染监

测方法和指标体系提供参考依据。

1 材料与方法( Materials and methods)
1． 1 仪器与试剂

仪器: Nikon Eclipse E600W 荧光显微镜 ( 日本

尼康公司) 、DYY-6C 型电泳仪( 北京六一仪器厂) 、
XW-80A 旋涡混合器( 江苏海门市麒麟医用仪器厂) ;

试剂: 正常熔点琼脂糖、低熔点琼脂糖、肌氨酸

钠、溴化乙啶、TritonX-100、二甲基亚砜、台盼蓝等均

购自美国 Sigma 公司，其他试剂如甲醇、吖啶橙等均

为国产分析纯。
1． 2 实验动物与采样方法

南漳河、岚水河、绛河、石子河是漳泽水库 4 条

主要入库河流，南漳河和岚水河汇合后与石子河从

南面入口、绛河则从西面入口汇入水库。由于黑斑

蛙蝌蚪喜集群生活，不善迁移，生活在岸边水流缓慢

的区域，2014 年 5 月沿 4 条入库河流和水库上、中和

下游东岸采集蝌蚪，共选取 5 个采样点( 图 1) : 店上

( S1，南漳河、岚水河汇合处，距水库南入口 3． 6 km)、下
韩( S2，水库东岸的上游，距水库南入口 3． 8 km)、台
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图 1 采样点示意图

( S1: 店上; S2: 下韩; S3: 台上; S4: 泽头; S5: 司徒)

Fig． 1 Map for sampling sites
( S1: Dianshang; S2: Xiahan; S3: Taishang; S4: Zetou; S5: Situ)

上( S3，水库东岸的中游，距水库南入口 7． 4 km) 、泽
头( S4，水库东岸的下游，距水库南入口 9． 6 km) 、司
徒( S5，水库西岸绛河的入口处，距水库南入口 7． 6
km) ，石子河未采集到蝌蚪。通过齿式鉴定为黑斑

蛙蝌蚪［11］，选取其中长度为( 2． 5 ± 0． 20 ) cm 和体

重为( 0． 2 ± 0． 03 ) g 大体一致的蝌蚪作为实验材

料，同时在绛河上游选取水流清澈的河流中采集黑

斑蛙蝌蚪作为阴性对照( CK) 。
1． 3 微核与核异常实验

用质量分数为 1% 柠檬酸钠清洗蝌蚪体表，放

入盛有 50 μL 质量分数为 1% 柠檬酸钠的培养皿中

迅速断头取血，制得蝌蚪红细胞悬液。用移液枪取

20 μL 细胞悬液滴在载玻片一端，采用推片法制成

血涂片，风干后放入固定缸中甲醇固定 15 min 后取

出，倒扣在玻璃板上( 有细胞的一面朝下) ，染色方

法参照 Ossana 等［3］的吖啶橙荧光染色法进行，用吖

啶橙应用液染色 25 min，冲洗风干后中性树胶封片，

NikonE600W 荧光显微镜观察、照相。每个采样点

观察 10 只蝌蚪，每只蝌蚪至少观察 1 000 个细胞，

参照王懿等［12］对蝌蚪红细胞微核和核异常判断标

准进行计数，测定其千分率。计算公式如下:

微核率( ‰) = 具有微核的细胞数 /观察细胞总

数 × 1000‰
核异常率( ‰) = 各种类型的核异常数 /观察细

胞总数 × 1000‰
1． 4 彗星实验

参照罗明志等［13］的方法，结合本实验室条件加

以改进。在普通载玻片上镀膜、烤膜、构槽后，取 25
μL 细胞悬液和 75 μL 低熔点琼脂糖旋涡混合器混

匀后，取 10 μL 混合液滴加于载玻片上。细胞裂解

1 h，碱性电泳缓冲液 ( pH = 13． 0 ) 解旋 30 min，23
V、300 mA 电泳 25 min，经中和后，用 20 μg·mL-1溴

化乙啶染色 1 ～ 2 min，荧光显微镜下观察，每个采样

点观察 10 只蝌蚪，每只蝌蚪至少观察 100 个细胞，

蔡司显微数码成像系统进行图像采集，CASP 软件

分析测量，选用尾长 ( TL) 和尾矩 ( TM) 2 个指标评

价 DNA 损伤程度。
1． 5 数据处理

所 有 数 据 采 用 平 均 数 ± 标 准 差 表 示，利 用

DPS7． 05 软件进行处理和分析各采样点之间以及其

与对照组之间的差异，差异显著性采用邓肯氏极差

测验进行多重比较分析。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 不同采样点蝌蚪红细胞微核率的变化

黑斑蛙蝌蚪正常的成熟红细胞一般为圆形或椭

圆形，具有 1 个细胞核，位于细胞的中央，经吖啶橙

荧光染色后红细胞核为橘红色，细胞质为浅绿色

( 图 2A) 。观察结果显示，各采样点蝌蚪红细胞细

胞质中，均呈现有大小不等的微核，其染色特点与主

核一致，直径大约相当于主核的 1 /10 ～ 1 /3 ( 图 2B、
2C) ，位置多与主核相近。各采样点微核率变化见

表 1，5 个采样点蝌蚪红细胞微核率均高于阴性对

照，除泽头外，差异均极显著( P ＜ 0． 01 ) ; 位于水库

南入 口 附 近 的 S1 蝌 蚪 红 细 胞 微 核 率 最 高 ( 6．
87‰) ，水库沿岸上、中、下游 3 个采样点蝌蚪红细

胞微核率依次降低，其微核率从大到小依次为: S2 ＞
S3 ＞ S4，各采样点之间微核率差异极显著( P ＜ 0． 01) ;

此外，由表1 可知，同样位于水库中游的 S3 和 S52 个采

样点蝌蚪红细胞微核率差异不显著( P ＞0． 05)。
2． 2 不同采样点蝌蚪红细胞核异常率的变化

黑 斑 蛙 蝌 蚪 正 常 红 细 胞 核 多 为 椭 圆 形 ( 图

2A) 。核异常实验显示，各采样点蝌蚪红细胞核均

出现多种不规则形态，称为核异常，其类型主要有双

核、三核、无核、核空泡、核外凸、核内凹、核固缩等( 见

图 2D ～2J)。各采样点蝌蚪红细胞核异常率与阴性对

照相比差异均极显著( P ＜0． 01) ( 表 2) ; 水库沿岸上、
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图 2 不同形式的黑斑蛙蝌蚪红细胞微核和核异常

( A: 正常; B ～ C: 微核; D: 双核; E: 三核; F: 无核; G: 核空泡; H: 核外凸; I: 核内凹; J: 核固缩)

Fig． 2 Photomicrographs in erythrocytes of Ｒana nigromaculat tadpoles with micronucleus and anomalous nuclei
( A: normal nucleus; B-C: micronuclei; D: binucleated; E: trebled; F: seedless; G: nuclear vacuoles; H: blebbed; I: notched; J: pyknosis)

表 1 不同采样点黑斑蛙蝌蚪红细胞微核率

Table 1 Micronucleus frequency in erythrocytes
of Ｒana nigromaculat tadpoles from different

sampling sites

采样点

Sampling

sites

细胞总数

Total number

of cells

微核数

Micronucleus

number

微核率 /‰

Micronucleus

frequency /‰

CK 10 656 18 1． 66 ± 0． 36 aA

S1 10 321 78 6． 87 ± 1． 01bA

S2 10 513 54 5． 45 ± 0． 65cB

S3 10 412 38 3． 71 ± 0． 49dC

S4 10 343 26 2． 33 ± 0． 68eD

S5 10 301 37 3． 37 ± 0． 40dC

注: a、b、c、d 为Duncna 检验结果，P ＜0．05;A、B、C、D 为Duncna 检验结果，P

＜0．01; 同列字母不同表示差异显著，相同表示差异不显著。( 下同)

Note: a，b，c，d，indicatethe results assessed by Duncan test at P ＜

0． 05; A，B，C，D indicate the results assessed by Duncan test at P ＜

0． 01; different letters in the same row indicate significant differences，

otherwise insignificant．

表 2 不同采样点黑斑蛙蝌蚪红细胞核异常率

Table 2 Nucleus anomalies frequency in erythrocytes
of Ｒana nigromaculat tadpoles from

different sampling sites

采样点

Sampling

sites

细胞总数

Total number

of cells

微核数

Micronucleus

number

微核率 /‰

Micronucleus

frequency /‰

CK 10 656 45 4． 35 ± 0． 30 aA

S1 10 484 83 8． 22 ± 0． 74 bB

S2 10 513 94 9． 18 ± 1． 97 cC

S3 10 412 68 6． 67 ± 0． 34 dD

S4 10 343 54 5． 44 ± 0． 22 eE

S5 10 301 63 6． 25 ± 0． 96 dD

中、下游这 3 个采样点蝌蚪红细胞核异常率逐渐降

低; 核异常率变化趋势与微核率变化趋于一致，但位

于水库南入口附近的 S1 蝌蚪红细胞核异常率并不

是最高，低于水库上游的 S2 点; 由表 2 可知，同属水

库中游的 S3 和 S5 的 2 个采样点蝌蚪红细胞的核异

常率差异不显著( P ＞ 0． 05) 。
2． 3 不同采样点蝌蚪红细胞 DNA 损伤

荧光显微镜下，细胞核被溴化乙啶试剂染成桔

红色。如果细胞未受损伤，电泳时细胞核 DNA 因其

分子量大而停留在细胞核骨架上，染色后在荧光显

微镜下观察为圆形，没有拖尾现象( 图 3A) ; 若细胞

受到损伤，断裂的 DNA 断片形成拖尾。细胞 DNA
受损愈严重，产生的断片亦愈多和愈小，尾长和尾矩

亦愈高 ( 图 3B ～ 3D) 。不同采样点的蝌蚪红细胞

DNA 损伤如表 3 所示，各采样点的蝌蚪红细胞的尾

长和尾矩与阴性对照相比差异均极显著 ( P ＜ 0．
01) ，表明 5 个采样点黑斑蛙蝌蚪红细胞均出现不

同 程度的DNA损伤 ; 尾长和尾矩的变化规律依次

表 3 不同采样点黑斑蛙蝌蚪红细胞 DNA 损伤

Table 3 DNA damage in erythrocytes of
Ｒana nigromaculat tadpoles from different

sampling sites

采样点

Sampling sites
细胞总数

Total number of cells
尾长 /μm

Tail lenth
尾矩 /μm

Tail moment

CK 1140 10． 47 ± 1． 59aA0． 71 ± 0． 41aA

S1 1040 75． 83 ± 12． 03bB9． 20 ± 1． 08bB

S2 1100 56． 10 ± 6． 89cC7． 61 ± 0． 65cC

S3 1020 37． 53 ± 4． 35dD5． 06 ± 0． 96dD

S4 1150 21． 63 ± 4． 55eE2． 39 ± 0． 48eE

S5 1070 32． 35 ± 4． 57dD4． 32 ± 0． 42fD
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图 3 黑斑蛙蝌蚪红细胞彗星电泳荧光图

( A: 正常细胞; B ～ D: 不同受损程度细胞所形成的“彗星”)

Fig． 3 Fluorescence photographs of comets electrophoresis
in erythrocytes of Ｒana nigromaculat tadpoles

( A: normal cells; B-D: comets in damaged cells at different levels)

为: S1 ＞ S2 ＞ S3 ＞ S5 ＞ S4; 由表 3 可知，S3 和 S5 这

2 个采样点蝌蚪红细胞尾长差异不显著( P ＞ 0． 05) ，

尾矩差异显著( P ＜ 0． 05) 。

3 讨论( Discussion)

微核是由滞后染色体形成的椭圆形异常结构，

位于细胞核之外，是染色体畸变在细胞间期的一种

表现形式，因此微核率可以反映染色体的受损程度。
李红梅等［3］在分析抚仙湖不同入湖河流的水质污

染因素和 Ossana 等［4］评价阿根廷布宜诺斯艾利斯

卢汉河斯水质时都发现两栖类蝌蚪微核率可以很好

地反映水体污染物的变化，污染越严重的河流，蝌蚪

外周血红细胞微核率越高。本研究中，漳泽水库 5
个采样点蝌蚪红细胞微核率与阴性对照相比均呈差

异显著，表明蝌蚪在采样点附近的活动区域内通过

皮肤、鳃及摄食富集了水体中的致突变活性物质，造

成明显的染色体断裂或者纺锤丝损伤，使得染色体

在有丝分裂后期不能进入子细胞的主核而形成微

核。微核率的变化与水体污染物的变化规律趋于一

致，本研究中也发现有同样的规律。漳泽水库各采

样点中 S1 水体诱导蝌蚪红细胞微核率最高，提示该

采样点水体中存在较高浓度致突变物质。经现场调

查，该采样点位于漳泽水库入库河流南漳河、岚水河

交汇处，流域内分布有多个工业园区，化学污染物的

超标排放是造成水质恶化的主要原因; 另一入库支

流石子河，多年来接纳长治市区和壶关县工业和生

活污水，水体浑浊，散发浓烈恶臭，现场没有采集到

蝌蚪，表明水体已严重污染，蝌蚪无法生存。从水库

上游 S2 到下游 S4 沿线蝌蚪红细胞微核率逐次下

降，下降率为 57． 24%，提示入库污染物经过库区入

库南口长治国家城市湿地公园( 图 1 ) 净化后，再经

沿途水体的自净作用，水体的致突变作用逐渐下降，

然而 S4 微核千分率与阴性对照组相比，差异依然显

著( P ＜0． 05) ，表明库区水体的致突变性依然较强，如

若作为饮用水仍具有潜在的遗传毒性。S5 位于水库西

岸的绛河入口处，该流域内多为农业耕作区，支流多为

以农业非点源污染为主的山区河流，水质较好。
核异常是由于核膜变化或细胞核遗传物质的不

正常分裂所导致的细胞核外形变化。工业废水中可

能含有大量可诱导细胞产生自由基的物质，致使核

膜核纤层蛋白结构的局部改变，核膜变薄、穿孔，致

使过度扩增的染色体从受损膜部位向外突出或者收

缢形成外凸和内凹［14］。生活废水中含有大量的洗

涤剂，其中的阴离子表面活性剂是具有亲水和亲脂

的双亲媒性基团，通过溶解膜脂使细胞的通透性增

加，有害物质透过生物膜，致使细胞核内的遗传物质

受损。农田中施用的除草剂会沿着径流汇入水体，

可能会导致黑斑蛙蝌蚪红细胞的染色体不能聚集在

赤道板 上，出 现 分 散 排 布，继 而 形 成 双 核 或 核 分

叶［15］。本研究结果表明: 漳泽水库 5 个采样点蝌蚪

的红细胞均发现有外凸和内凹、双核、核分叶、无核

和核固缩等核异常类型，且核异常率与阴性对照相

比均差异显著，可能是由于蝌蚪吸收各采样点附近

复杂的水体污染物所造成的，有关水体污染物导致

核异常形成的机制还有待于进一步研究。各采样点

除 S1 外，核异常率与微核率的变化规律趋于一致;

S1 核异常率较 S2 低，推测可能是 S1 水体污染物的

致突变作用较强，使核异常的一些形态如外突或者

核碎裂进一步变化形成一个或多个微核，使核异常

率减小，这与 Malick 等［16］在评价印度 Hooghly Mat-
lah 河和龙静等［17］在评价黄河兰州段水质的遗传毒

性作用的研究结果相似。
DNA 链断裂形成的机制是有机物的亲电体或

在生物体内经代谢活化成亲电中间体与 DNA 的亲

核基团发生相互作用［7］，导致 DNA 加合物的形成，

而加合的碱基往往发生丢失，最后导致与之相连的

磷酸与脱氧核糖键断裂。洛昊等［7］在以虾虎鱼检

测渤海区主要入海河流遗传毒性时，发现彗星试验

结果与 5 种有机污染物单体呈显著的相关性。张建

超等［18］研究沙颍河的遗传毒性时也发现河水中含
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有芳香胺类或硝基芳烃类物质。本研究各采样点蝌

蚪红细胞彗星尾长和尾矩与对照组相比差异均极显

著( P ＜ 0． 01 ) ，提示各采样点水体引起蝌蚪红细胞

明显 DNA 损伤，推测可能是由于水体中的有机污染

物造成的。同属水库中游的 S3 和 S5，微核率差异

不显著( P ＞ 0． 05) ，彗星的尾矩却差异显著( P ＜ 0．
05) ，充分表明在遗传毒性的检测中，彗星试验比微

核试验更为敏感，这一点在许多研究中也得到了证

实［9，17，19］。另外，从微核形成的 2 个原因( 染色体断

片或由纺锤丝损伤导致滞后的整条、整组染色体)

分析，染色体断片在彗星试验中，其上的蛋白质被裂

解液除去，剩余的 DNA 断片在电场力作用下形成彗

尾，而整条或整组染色体由于 DNA 分子量太大依附

在核骨架上，不会形成彗尾。本研究中，各采样点彗

星尾长和尾矩的变化趋势与微核率基本一致。由此

推测，各采样点蝌蚪红细胞微核的形成主要是由于

染色体断裂所致，而受纺锤丝断裂的影响较小，同时

也表明各采样点水体中的导致遗传毒性的主要是

DNA 损伤类物质。
微核试验的测试终点是染色体和纺锤体的损

伤，DNA 的碱基对应该大于 104 以上，光镜下才可

见，已经修复的染色体断片无法检测得到，而且必须

经历至少一个有丝分裂周期才能形成; 彗星试验检

测的是 DNA 损伤，分辨率可达 0． 2 ～ 6 Mb，相比微

核试验更为敏感，而且不需要等到有丝分裂之后便

可以观测; 核异常显示的是细胞核的损伤，但不能反

映 DNA 和染色体断裂，更不能反映纺锤体的损伤。
本研究将这 3 种方法结合起来，可以从不同的遗传

损伤角度综合地反映水体污染遗传毒性。
综上所述，漳泽水库各采样点黑斑蛙蝌蚪的微

核率、核异常率和 DNA 断裂 3 种遗传毒性指标都显

著高于阴性对照，表明各采样点污染物具有较高的

遗传毒性; 微核率与 DNA 断裂变化趋势基本一致，

提示各采样点水体中的污染物主要引起 DNA 损伤，

如若作为饮用水可能有较高致癌风险。
从漳泽水库各采样点 3 种遗传毒性指标与水体

污染物变化规律分析，水库入口附近店上，由于接纳

了入库河流的污染物，水体的遗传毒性最高; 从水库

上游到下游，经过入库口湿地公园和沿途水体的净

化作用，水体的遗传毒性逐渐下降，表明水体的遗传

毒性空间分布规律与水体的污染程度变化规律趋于

一致，因此这 3 种指标可以作为进行水体环境污染

生物监测的可行性指标。
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