
２０１６ 年　 第 １１ 卷

第 ３ 期ꎬ８６￣９１

生 态 毒 理 学 报

Asian Journal of Ecotoxicology

Vol. 11, 2016

No.3, 86￣91

　 　 基金项目:湖南省教育厅重点项目(12A118)ꎻ南华大学归国学者启动基金(2012XQD44)ꎻ南华大学研究生教育教改项目(2014JG015)

　 　 作者简介:王五香(1970￣)ꎬ女ꎬ中级职称ꎬ研究方向为环境污染物的生态与健康影响机制ꎬE￣mail: wxwang_feng@126.com;

　 　 * 通讯作者(Corresponding author)ꎬ E￣mail: slfeng71@usc.edu.cn

DOI:10.7524/AJE.1673￣5897.20151126003

王五香, 高丹, 廖芬, 等. 蚕豆根尖微核技术的方法学新论[J]. 生态毒理学报ꎬ2016, 11(3): 86￣91

Wang W X, Gao D, Liao F, et al. New views on the methodology of micronucleus assay with Vicia faba root tip cells [J]. Asian Journal of Ecotoxicology,

2016, 11(3): 86￣91 (in Chinese)

蚕豆根尖微核技术的方法学新论

王五香1,2ꎬ 高丹1ꎬ 廖芬1ꎬ 周芙蓉1ꎬ 封少龙1,*

1. 南华大学公共卫生学院ꎬ衡阳 421001

2. 南华大学图书馆ꎬ衡阳 421001

收稿日期:2015￣11￣26 　 　 录用日期:2016￣01￣08

摘要: 虽然蚕豆根尖微核技术已是一个成熟规范的检测污染物遗传毒性的方法ꎬ但其中仍涉及一些重要的方法学问题值得深

入探讨和研究ꎮ 本文在图示正确观测蚕豆根尖细胞内微核和染色体畸变ꎬ如染色体断裂、丢失及染色体桥等的基础上ꎬ提出

应该对蚕豆根尖分裂相细胞及其染色体畸变进行观测ꎬ以便更加准确、细致地反映污染物作用的剂量￣效应关系和分子机制ꎮ
同时还就该方法的其他重要问题提出了自己的观点ꎬ供同行们深入探讨和研究ꎬ使之不断完善ꎬ更好地服务于环境监测和风

险评价等领域ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Although the micronucleus assay with Vicia faba root tip cells is a canonical way to detect the genotox￣
� icity of environmental pollutants, there are still some important issues that are worth in￣depth discussion and inves￣

tigation in its methodology. After illustrating how to correctly observe the micronucleus and chromosome aberra￣
tions, including chromosome fragment, chromosome loss and chromosome bridge, in the Vicia faba root tip cells we

suggested that the dividing￣phase cells and their chromosome aberrations should been taken account of in this assay,

in order to more precisely and delicately determine the dose￣effect relationship and potential molecular mechanisms

than before. Other important issues about its methodology were also presented for our colleagues to discuss and ex￣
plore deeply. The aim is to improve this assay to better serve the environmental monitoring and risk assessment.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Vicia faba; micronucleus; chromosome aberration; morphology; methodology
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　 　 环境污染物的遗传毒性一直是人们最关心的问

题[1￣2]ꎮ 微核是环境污染物诱导细胞染色体结构和

数目变异的结果ꎬ被广泛用作指示污染物遗传毒性

的细胞生物标志物[3￣6]ꎮ
蚕豆根尖微核技术由于准确、快速、有明显的剂

量￣效应关系等特点ꎬ操作简便、适于大批量样品的

检测等优点ꎬ特别是可以直接检测或监测实际环境

样品的遗传毒性ꎬ样品不需要复杂的前处理ꎬ没有浓

缩ꎬ直接反映了实际环境的本来情况ꎬ被广泛应用于

辐射损伤、化学诱变、环境监测及风险评价等领

域[6￣9]ꎮ 许多国家和世界组织ꎬ如中国、美国、日本、
欧盟成员国、联合国环境规划署及世界卫生组织等ꎬ
都把它作为一种常规的环境污染检测指标[9￣11]ꎮ

虽然发展到现在ꎬ蚕豆根尖微核技术已是一个成

熟规范的方法ꎬ但笔者根据 10 多年从事该技术的经

验ꎬ觉得其中仍涉及一些问题值得深入探讨和研究ꎮ

１　 染色体畸变与微核 (Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ａｂｅｒｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ)

染色体畸变是指生物细胞染色体数目和结构的

变异ꎮ 由于环境遗传毒物作用所引起的细胞 DNA

或染色体损伤ꎬ如得到不及时正确的修复ꎬ在有丝或

减数分裂过程中将形成染色体断裂片或双着丝点染

色体ꎮ 这些染色体断片由于缺少着丝点ꎬ在分裂过

程中ꎬ得不到纺锤丝的牵引ꎬ不能运动到达两极的子

核中去ꎬ留在细胞质中形成微核[3]ꎮ 通过这种方式形

成的微核通常体积小(图 1A)ꎮ 而双着丝点的染色体

则在细胞分裂的后期和末期形成染色体桥ꎬ最终形成

染色质桥连接两子细胞(图 1D￣G)ꎮ Fenech 等[12]认为

染色体(质)桥是检测染色体重排的敏感指标ꎮ 此外ꎬ
环境污染物也可能干扰有丝分裂器的正常生理功能ꎬ
影响部分染色体的正常分离到子细胞中去ꎬ使一个或

几个染色体滞后(或称染色体丢失)ꎬ不能进入两极的

子细胞核ꎬ留在细胞质中ꎬ形成微核ꎮ 通过这种方式

形成的微核通常较大或形成几个微核(图 1B、C)ꎮ
为使初学者建立染色体畸变与微核的直观认

识ꎬ本文首先图示了中期、后期和末期染色体断裂和

丢失ꎬ并联系了微核的形成(图 2)ꎮ 如图 2ꎬA、D 和

G 分别示出了中期、后期和末期染色体断裂ꎬ其中的

染色体断裂片经有丝分裂后ꎬ可形成如图 1A 所示

的微核ꎻB 为两极各有一染色体丢失的中期相细胞ꎬ
经有丝分裂后ꎬ可在两个子细胞中都形成微核 (图

2C)ꎻE 和 H 分别为后期和末期染色体丢失ꎬ经有丝

分裂后ꎬ可形成图 1B、C 或图 2C、F 样的微核ꎮ
虽然微核的形成是染色体畸变的结果ꎬ但现有

蚕豆根尖微核试验的规范中ꎬ只要求观察计录处于

细胞分裂间期的微核细胞ꎬ而忽视了分裂期细胞的

遗传损伤ꎬ没有要求计录和统计上述的染色体畸变

(图 2)ꎬ现有文献也未见报道ꎮ 从剂量￣效应关系上来

看ꎬ现有的蚕豆根尖微核试验可能“减轻”了环境污染

物的遗传毒性ꎮ 因此ꎬ在蚕豆根尖微核试验中ꎬ是否

计录和统计分析染色体畸变(如染色体断裂、染色体

丢失和染色体桥等)ꎬ以及这些数据所能反映出的污

染物作用机理及剂量关系等ꎬ值得讨论和深入研究ꎮ

图 １　 蚕豆根尖微核与染色体桥

注:A. 小微核ꎻB. 多微核ꎻC. 大微核ꎻD. 末期染色体桥ꎻE. 前期染色体桥ꎻF、G. 染色质桥ꎮ

Fig. 1　 The micronucleus and chromosome bridge in Vicia faba root tip cells

Note: A. small micronucleus; B. multi￣micronucleus; C. large micronucleus; D. telophase chromosome bridge;

E. prophase chromosome bridge; F, G. chromatin bridge.
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图 ２　 染色体断裂、丢失与微核形成

注:A. 中期染色体断裂ꎻB. 中期染色体丢失ꎻC. 两子细胞各含一微核ꎻD. 后期染色体断裂ꎻE. 后期染色体丢失ꎻ
F. 含多个微核的细胞ꎻG. 末期染色体断裂ꎻH. 末期染色体丢失ꎮ

Fig. 2　 The chromosome fragment, chromosome loss and formation of micronucleus

Note: A. metaphase chromosome fragment; B. metaphase chromosome loss; C. the daughter cells containing a micronucleus respectively; D. anaphase

chromosome fragment; E. anaphase chromosome loss; F. multi￣micronucleus in a cell; G. telophase chromatin fragment; H. telophase chromatin loss.

图 ３　 蚕豆根尖细胞有丝分裂特征

注:A. 前期ꎻB. 前中期ꎻC. 中期ꎻD. 后期ꎻE. 末期ꎻF. 子细胞ꎮ

Fig. 3　 The mitosis characteristics of Vicia faba root tip cells

Note: A. prophase; B. prometaphase; C. metaphase; D. anaphase; E. telophase; F. daughter cells.
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２　 细胞分裂与微核(Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｄｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ)
细胞周期是指细胞一次分裂结束开始生长ꎬ到

下一次分裂终了所经历的过程ꎮ 细胞周期是生长与

繁殖的周期ꎬ一个生物体通过细胞分裂ꎬ才能达到生

长与繁殖的目的ꎮ 因此ꎬ细胞分裂对生物的个体维

持与种族绵延都有着十分重要的意义[13]ꎮ 生物对其

细胞周期的调控是非常严密的ꎬ受多种效应￣抑制因

子的平衡调节ꎬ如:cyclins,cyclin￣dependent kinase 及

cdk inhibitors: p27
Kip1

, p21
Waf1/Cip1

, p15
INK4B

, p16
INK4A

等[14￣16]ꎮ 有多少个细胞进入下一次有丝分裂及细胞

分裂所经历的时间等都是相对稳定的ꎬ不同种类和

功能的细胞不同ꎮ 在环境条件稳定的情况下ꎬ蚕豆

根尖分生组织在各生理时期ꎬ分裂相细胞数及其各

分裂期(前、中、后和末期ꎬ图 3)细胞数的比率是在一

个相对恒定的范围内ꎮ 但在污染的协迫下ꎬ细胞周

期会发生改变[7￣9,17]ꎮ 分裂相细胞数或各时期细胞频

率的变化ꎬ从一定的侧面反映了污染物对细胞周期

的影响ꎮ 而且蚕豆根尖细胞的染色体或 DNA 受损

伤之后ꎬ只有经过至少一次的有丝分裂才能形成微

核ꎬ因此ꎬ进入有丝分裂的细胞数直接影响着微核率

的高低ꎮ 我们的研究表明ꎬ当污染物的浓度高ꎬ影响

蚕豆根尖细胞分裂时ꎬ其微核率反而降低[7￣9]ꎮ 而现

有的蚕豆根尖微核技术的规范中没有要求记录有丝

分裂相的细胞数ꎬ在现有的应用蚕豆根尖微核技术

进行研究的文献中ꎬ也没有记录其试验中分裂相细

胞数ꎬ或者只是定性描述ꎮ 因此ꎬ在蚕豆根尖微核试

验中ꎬ是否应该定量记录并统计分析分裂相各个时

期细胞数ꎬ值得我们深入研究和探讨ꎮ

３　 其他方法学问题(Ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｓｓｕｅｓ)
３.１　 微核的识别

特别重要的是微核的识别ꎬ这直接关系到数据

的可靠性ꎮ 微核是一种在细胞核(主核)以外ꎬ游离

于细胞质中的小核ꎬ其中含有小块染色质断片或完

整的染色体ꎮ 在形态上:比主核小ꎻ染色质的密度、
着色方式和折光等与主核相似ꎻ周围形态清晰可辨ꎬ
表示核膜的存在ꎻ近圆形ꎬ与主核完全分离ꎻ与主核

在同一个光学平面ꎻ与主核共处一个细胞质中[9]
(如

图 1ꎬ2)ꎮ 因此ꎬ微核的识别应从大小、着色深浅、有
无染色质颗粒和折光率等几方面进行判断ꎬ但初学

者凭文字的描述是难于进行判断的ꎬ要在熟练技术

人员的指导下学习一段时间才能掌握ꎮ 如图 4ꎬA

是微核细胞ꎬ而 B 不是微核细胞ꎮ

图 ４　 微核的识别

注:A. 微核细胞ꎻB. 假微核细胞ꎮ

Fig. 4　 The identification of micronucleus

Note: A. a micronucleus￣containing cell;

B. a fake￣of￣micronucleus￣containing cell.

３.２　 染毒剂量

染毒剂量要根据预试验的结果来定ꎬ预试验的

目的不仅在于保证染毒的最高剂量不会使根尖细胞

产生致死效应ꎬ也在于确定剂量￣效应关系最敏感的

受试物浓度范围ꎮ 有试验证明ꎬ不同诱变机理的诱

变剂在蚕豆根尖微核试验中诱发的微核率与浓度、
时间等参数的曲线关系也不一样ꎬ既有 S￣型曲线ꎬ
又有非 S￣型曲线[2]ꎮ 因此ꎬ预试验是相当必要的ꎮ
３.３　 蚕豆品种、本底微核率与统计分析

选用对污染物敏感的蚕豆品种ꎬ是检出污染物

遗传毒性的重要条件ꎮ 华中师大生物系金波等[17]从

14 个蚕豆品种中筛选出了敏感品种松滋青皮豆ꎻ农
业部环保所从 30 个蚕豆品种筛选出了敏感品种上

于田鸡青等ꎮ 松滋青皮豆和上于田鸡青都是试验中

值得选用的蚕豆品种ꎮ
本底微核率是试验成功的关键之一ꎮ 有人提出

在正常情况下ꎬ本底微核率不应高于千分之十[18]ꎮ
孔志明教授和笔者[7￣9]采用松滋青皮豆为材料(华中

师大生命科学院金波提供)ꎬ通过多年的研究发现ꎬ
所有试验的微核本底都小于千分之五ꎮ 本底以千分

之十为上限是否合适ꎬ还有待于进一步的研究ꎮ 本

底太高ꎬ可能反映出试验条件、方法或试剂等需要重

新检查ꎬ而微核判断的标准也应在考虑之列ꎮ
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陈光荣等[19]在利用蚕豆根尖微核技术监测水质

污染时ꎬ引入化学监测中“污染指数” (Pollution In￣
dex, PI)的概念ꎬ用水质污染指数 = 样品实测 MN‰
平均值/对照组 MN‰平均值的大小来划分水质污

染的程度ꎬ并在实地监测中得出:PI 在 0 ~ 1.5 为基

本没有污染ꎻ1.5 ~ 2.0 为轻度污染ꎻ2.0 ~ 3.5 为中度污

染ꎻ3.5 以上为严重污染ꎮ 用“污染指数”来表示水

质污染程度ꎬ大大简化数据的统计处理ꎬ又可防止本

底微核率的波动性带来的影响ꎮ
通过微核率的多少来反映环境中污染物的量ꎬ

对于指示环境质量具有重要意义ꎮ 但微核率的计算

是:(含微核的细胞数÷观察细胞总数)×1 000ꎬ不论

细胞中微核大小和个数的多少都作一个细胞计ꎮ 一

个细胞中含有多个微核或含有一个大微核(如图 1)

所反映的作用于该细胞的污染物量与只引起细胞产

生一个小微核的污染物量是否相同? 有待进一步的

研究ꎮ 如前所述ꎬ引起细胞产生多个微核或大微核

与只引起产生一个小微核的作用机理可能存在差

异[2]ꎮ 有关细胞中含有多个微核或大微核是否应该

与一个细胞中只含一个小微核分别统计和处理ꎬ在
当前蚕豆根尖微核技术的规范中并没有对其加以说

明或解释ꎬ有待进一步的讨论和研究ꎮ

４　 结论与展望(Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ)
蚕豆根尖微核技术自建立ꎬ经过学者们的共同

努力和国际社会的多方合作ꎬ到现在已经是一个成

熟规范的检测污染物遗传毒性的方法ꎮ 如前所述ꎬ
笔者认为蚕豆根尖微核技术能告诉我们的不仅仅是

微核细胞率ꎬ还应该包括染色体畸变数、细胞分裂周

期变化等反映污染物不同作用机制方面的信息ꎬ是
一个综合性的试验方法ꎮ 因此ꎬ在方法学上还有许

多问题值得人们深入思考和研究ꎮ 特别是ꎬ如能与

现代生命科学新理论与技术(如基因组学、功能基因

组学及代谢组学等)相结合ꎬ它将在环境监测、风险

评价和污染物的作用机制等方面发挥更大的作用ꎮ
当然ꎬ这其中还需要青年工作者的投入和不懈努力ꎮ

通讯作者简介:封少龙(1971—)ꎬ男ꎬ环境科学博士ꎬ教授ꎬ主
要研究方向环境毒理学ꎬ发表学术论文 30 多篇ꎮ
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