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单细胞凝胶电泳检测百草枯对大鳞副泥鳅血细胞 ＤＮＡ的损伤
党炳俊，王　君，杜启艳，常重杰

（河南师范大学生命科学学院，新乡　４５３００７）

摘要：以大鳞副泥鳅（Ｐａｒａｍｉｓｇｕｒｎｕｓｄａｂｒｙａｎｕｓ）为受试对象，设置０．３０２、０．３６２、０．４３４、０．５２１、０．６２５ｍＬ／Ｌ共５个
浓度组和１个对照组，通过单细胞凝胶电泳技术（ＳＣＧＥ），研究除草剂百草枯对大鳞副泥鳅血细胞ＤＮＡ６、２４、４８、
９６ｈ所造成的损伤。结果表明，６、２４、４８、９６ｈ时处理组与对照组相比，在尾部ＤＮＡ百分比（ＴａｉｌＤＮＡ）、慧星尾长
（Ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ，ＴＬ）和Ｏｌｉｖｅ尾矩（Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ，ＯＴＭ）３项指标上均具有显著差异（Ｐ＜０．０５），而且在６、２４、４８ｈ
时，时间一定时，各项指标随除草剂浓度升高而变大；浓度一定时，各项指标随时间推移而变大，而９６ｈ时与４８ｈ
时相比，各项指标则有所下降。ＴＬ和 ＯＴＭ２项指标在 ２４ｈ时 ０．６２５ｍＬ／Ｌ组达到最大，分别为（５５３．２２±
１０６．９２）％和（２００．７３±５０．７２）％，ＴａｉｌＤＮＡ在４８ｈ时０．６２５ｍＬ／Ｌ组达到最大，为（７５．１４±１０．９９）％。研究结果
对于百草枯的合理使用和环境污染监测提供了科学依据，也为其对水生生物的毒性研究提供了资料。
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　　随着化学除草剂在农业生产上的广泛应用，其
对环境造成的污染也越来越严重。长期大量化学除

草剂的应用带来的残毒和环境污染问题，直接危害

到人畜健康，影响农业的可持续发展（强胜和陈世

国，２００９）。百草枯又称克芜踪、对草快，学名１，１′
二甲基 －４，４′联吡啶

!

；是一种速效触杀型灭生性

季胺盐类除草剂，可防除各种一年生杂草，对多年生

杂草也有强烈的杀伤作用，在农业及林业生产上均

有较广泛的应用。百草枯容易被土壤颗粒内吸附，

长时间释放会造成土壤中的残留，百草枯对非靶标

的陆上或水生生物也有严重的危害（吴厚斌等，

２００４）。为了保护人类健康和环境安全，研究百草
枯的毒性效应是十分迫切和必要的。

大鳞副泥鳅（Ｐａｒａｍｉｓｇｕｒｎｕｓｄａｂｒｙａｎｕｓ）属鱼纲、
鲤形目、鳅科、花鳅亚科、副泥鳅属，其分布极为广

泛，一年四季均可采到，在室内又极易饲养，因此是

理想的水生生物试验材料。单细胞凝胶电泳技术

（ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｓｓａｙ，ＳＣＧＥ）是一种在
单个细胞水平上检测真核细胞 ＤＮＡ损伤与修复的
方法，具有快速、灵敏、廉价等优点，广泛应用于毒理

学、生物学、预防医学、临床诊断与治疗等领域（王

小红和江洪，２００１）。本试验采用碱性单细胞凝胶
电泳技术，在单个细胞水平下检测不同浓度及不同

处理时间百草枯对大鳞副泥鳅ＤＮＡ的损伤，旨在为
环境污染的监测及合理使用除草剂提供一定的基础

研究资料。

１材料与方法

１．１　材料
大鳞副泥鳅购自河南省新乡市宏达市场，发育

情况相似，体长１０～１３ｃｍ。试验前用曝气自来水
驯养１周，每天换水１次，试验时挑选健康正常个体
进行处理。试验用水为曝气 １周的自来水，水温
（２０±２）℃，溶解氧５～６ｍｇ／Ｌ，ｐＨ６．９～７．２。
１．２　方法
１．２．１　泥鳅分组及染毒　在预试验基础上，将百草
枯配制成浓度为 ０．３０２、０．３６２、０．４３４、０．５２１、
０．６２５ｍＬ／Ｌ共５个试验组对大鳞副泥鳅进行处理，
每隔２４ｈ换１次等体积浓度的百草枯稀释液；１个
对照组采用经曝气处理的自来水，同样每隔２４ｈ换
１次等体积的曝气自来水。
１．２．２　血细胞悬液的制备　在试验开始后的 ６、
２４、４８、９６ｈ，取出大鳞副泥鳅，擦干尾部，剪断尾巴，
取０．５ｍＬ血液于 ＥＰ管中，然后迅速加入１ｍＬ抗
凝剂 并 混 匀，尔 后 加 入 ２ｍＬ ＰＢＳ缓 冲 液，
１５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清，取沉淀，最后用
ＰＢＳ缓冲液调节血细胞浓度至１０６ｃｆｕ／ｍＬ，置入４℃



冰箱保存。

１．２．３　血细胞ＤＮＡ损伤的ＳＣＧＥ检测　本试验所
用ＳＣＧＥ方法根据Ｓｉｎｇｈ等（１９８８）的方法稍加改进
而成。步骤如下：（１）制片。采用双层凝胶法；先将
０．６％正常熔点琼脂糖（ＮＭＡ）２００μＬ均匀铺到磨砂
载玻片的磨砂面，加上盖玻片，置于 ４℃冰箱冷凝
１０ｍｉｎ，揭去盖玻片形成第一层胶。然后将２５μＬ细
胞悬液和７５μＬ、０．６％低熔点琼脂糖（ＬＭＡ）混合，
均匀铺到第一层凝胶上，置于４℃冰箱冷凝１０ｍｉｎ。
（２）细胞裂解。将冷凝的玻片取出，揭掉盖玻片，浸
入含 裂 解 液 （２．５ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ、１００ ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＥＤＴＡ、１０ｍｍｏｌ／ｍＬＴｒｉｓ、１％肌氨酸钠，用前加入
１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００和１０％二甲亚砜）的染色缸中，置
于４℃冰箱１ｈ。裂解结束后，用 ＰＢＳ缓冲液漂洗３
次。（３）碱解旋。将载玻片放入水平电泳槽中，倒
入预 冷 的 电 泳 缓 冲 液 （１ｍｍｏｌ／Ｌ Ｎａ２ＥＤＴＡ、
３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，调节 ｐＨ至１３）至液面刚没过载
玻片，４℃下避光静置２０ｍｉｎ。（４）电泳。调节电泳
缓冲液液面高度，使电压为 ２５Ｖ，电流为３００ｍＡ，
４℃下避光电泳２５ｍｉｎ。（５）中和并染色。电泳结
束后用ＰＢＳ缓冲液浸洗３次，每次１５ｍｉｎ，然后滴加
浓度为２０μｇ／ｍＬＥＢ染色２０ｍｉｎ，观察之前用蒸馏
水漂洗 ３次。（６）观察。用荧光显微镜观察并拍
照，激发波长为５１５～５６０ｎｍ。
１．２．４　图像分析　用ＣＡＳＰ软件进行分析，得出彗
星头部ＤＮＡ百分含量（ＨｅａｄＤＮＡ）、彗星尾部 ＤＮＡ
百分含量（ＴａｉｌＤＮＡ）、彗星尾部长度（Ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ，
ＴＬ）、彗星全长（Ｃｏｍｅｔｌｅｎｇｔｈ，ＣＬ）、尾矩（Ｔａｉｌｍｏ
ｍｅｎｔ，ＴＭ）、Ｏｌｉｖｅ尾矩（Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ，ＯＴＭ）６项
指标的数据，导入统计分析软件 ＳＰＳＳ进行统计分
析。

１．２．５　统计学处理　用统计软件 ＳＰＳＳ１３．０对所
得数据进行单因素方差分析，Ｐ＜０．０５表示有显著
性差异，具有统计学意义；Ｐ＞０．０５则无统计学意
义。

２　结果

２．１　血细胞凝胶电泳图像
在荧光显微镜下可以观察到细胞核呈现桔红

色。在对照组中，细胞核均呈现圆球形，彗星头部

ＤＮＡ集中；而在各处理组中，细胞核呈现彗星样，具
有长度不同的慧尾，而且随着浓度的增加，彗尾越来

越长，越来越清晰，彗星头部则逐渐缩小，变得发散

（图１）。

　　Ａ：对照组；Ｂ：０．３０２ｍＬ／Ｌ；Ｃ：０．３６２ｍＬ／Ｌ；Ｄ：０．４３４ｍＬ／Ｌ；

Ｅ：０．５２１ｍＬ／Ｌ；Ｆ：０．６２５ｍＬ／Ｌ

图１　经不同浓度百草枯处理６ｈ时大鳞副泥鳅
血细胞单细胞凝胶电泳图像（×４００）

Ｎｏｔｅｓ：Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：０．３０２ｍＬ／Ｌ；Ｃ：０．３６２ｍＬ／Ｌ；Ｄ：０．４３４ｍＬ／

Ｌ；Ｅ：０．５２１ｍＬ／Ｌ；Ｆ：０．６２５ｍＬ／Ｌ

Ｆｉｇ．１　Ｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｗｉｔｈ６ｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
ｐａｒａｑｕａｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓａｆｔｅｒＳＣＧＥ（×４００）

２．２　大鳞副泥鳅血细胞ＤＮＡ损伤
分别采用彗星图像的３个指标即彗尾 ＤＮＡ所

占百分含量（ＴａｉｌＤＮＡ）、尾长（ＴＬ）和 Ｏｌｉｖｅ尾距
（ＯＴＭ）对对照组和处理组进行测量。所得数据经
彗星图像分析软件 ＣＡＳＰ测量及统计软件 ＳＰＳＳ统
计处理后，结果见表１。
表１　不同浓度百草枯及不同时间处理对大鳞副泥鳅

血细胞ＤＮＡ损伤结果
Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐａｒａｑｕａｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｓ

ｏｎＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎＰａｒａｍｉｓｇｕｒｎｕｓｄａｂｒｙａｎｕｓ

组

别

浓度／

ｍＬ·Ｌ－１
彗尾ＤＮＡ／

％

尾长／

％

Ｏｌｉｖｅ尾矩／

％
对照 ０．０００ ８．１５±３．６５ ９１．５０±４５．４５ ７．６８±３．７０

６ｈ

０．３０２ １３．８３±３．６７ ９４．１４±２８．４４ １１．８７±３．９０
０．３６２ ２１．４０±４．９１ １６７．１６±３７．５５ ２５．７３±７．１５

０．４３４ ２９．７１±８．００ ２０２．８７±６２．３１ ３５．４１±１４．３２

０．５２１ ３４．１９±６．８７ ２５２．１６±５１．６４ ４９．５７±１４．４１

０．６２５ ４１．１８±９．９７ ２８３．７６±８８．２４ ６２．１２±２５．９８

２４ｈ

０．３０２４４．２８±１１．３１ ３４２．５９±９６．８７ ８１．５１±３１．３２

０．３６２６１．１０±１１．１５ ２９１．８２±３７．２５ １１０．９６±２２．７３

０．４３４５３．７８±１０．２８ ３１９．２２±８８．６７ １０７．４９±４３．７１

０．５２１５６．９８±１０．８８ ３５０．２８±５４．３９ １１９．４５±３２．５２

０．６２５ ６６．３６±８．７０ ５５３．２２±１０６．９２ ２００．７３±５０．７２

４８ｈ

０．３０２ ５３．３５±９．０２ ３４６．５３±８０．２４ ９２．５８±２９．６９

０．３６２ ５９．９２±１１．６５ ４１４．３８±８０．７３ １２６．６１±４６．８９

０．４３４ ６９．９５±１１．７１ ４４９．８２±７１．２８ １７５．１４±５３．５１

０．５２１ ６４．８５±９．８９ ４５１．００±７２．８０ １３８．８３±４８．９３

０．６２５ ７５．１４±１０．９９ ４１９．７１±８０．８２ １８９．１０±５９．２０

９６ｈ

０．３０２ ６７．６０±７．８２ ３９３．４２±８２．４９ １４１．７６±３８．５５

０．３６２ ６２．３１±１０．６１ ４２８．０８±１４２．７０１３２．０７±５３．５１

０．４３４ ５３．４７±１５．５４ ３０６．１４±９５．０３ ８５．７９±３８．９４

０．５２１ ４３．２０±１０．１１ ２１９．２３±７９．１９ ５５．７５±２５．４７

０．６２５ ６１．８３±５．０３ ３５４．００±１９．９６ ９９．６５±１８．５４

　　注：表示与对照组相比有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：  ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

（Ｐ＜０．０５）．
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由表１可以看出，对于彗尾ＤＮＡ所占百分含量
这一指标来说，在相同处理时间时，随着浓度的升

高，彗尾 ＤＮＡ所占百分含量逐渐升高；在同一浓度
组，随着处理浓度的提高，在较低浓度组中二者呈现

出正相关关系；在较高浓度组中，彗尾 ＤＮＡ所占百
分含量在达到一定的高度后，进一步延长处理时间，

则呈现下降的趋势，如在０．４３４ｍＬ／Ｌ及以上组中，
最高值出现在４８ｈ时，在９６ｈ时的值均小于在４８ｈ
时的含量（图２）。

图２　不同时间和浓度时大鳞副泥鳅血细胞
彗星尾部ＤＮＡ的百分比

Ｆｉｇ．２　ＴａｉｌＤＮＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｓｉｎ
Ｐａｒａｍｉｓｇｕｒｎｕｓｄａｂｒｙａｎｕｓ

对于尾长指标来说，除０．３０２ｍＬ／Ｌ处理组中
在６ｈ时与对照组无明显差异外，其余各处理组和
时间段时与对照组均差异明显；随着处理时间的延

长，尾长逐渐增加，最高尾长出现在 ９６ｈ时。
０．３６２ｍＬ／Ｌ处理组中尾长呈现出与前者大致相同
的趋势；然而，在０．４３４ｍＬ／Ｌ及以上处理组中，４８ｈ
前随着浓度的增加，尾长逐渐加大；４８ｈ后，则呈现
下降的趋势。即在此 ３个组中，最大尾长出现在
４８ｈ时（图３）。

图３　不同时间和浓度时大鳞副泥鳅

血细胞彗星尾部长度

Ｆｉｇ．３　ＴａｉｌｌＬｅｎｇｔｈａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｓｉｎ

Ｐａｒａｍｉｓｇｕｒｎｕｓｄａｂｒｙａｎｕｓ

图４表示了Ｏｌｉｖｅ尾距与时间和浓度之间的关
系。除０．３０２ｍＬ／Ｌ处理组中在６ｈ时，Ｏｌｉｖｅ尾距
与对照组无明显差异外，其余各处理组和时间段时

与对照组均差异明显，最高值出现在９６ｈ时；在的
０３６２ｍＬ／Ｌ处理组中呈现出大致相同的趋势。随
着处理浓度的提高，最高值出现的时间迅速提前，

０４３４、０．５２１和０．６２５ｍＬ／Ｌ处理组中，最高值出现
的时间分别是４８、４８和９６ｈ；之后尾距迅速下降。
值得一提的现象是，各浓度组中，６ｈ和２４ｈ之间均
有较大的差异。

图４　不同时间和浓度时大鳞副泥鳅血细胞Ｏｌｉｖｅ尾矩
Ｆｉｇ．４　Ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｓｉｎ

Ｐａｒａｍｉｓｇｕｒｎｕｓｄａｂｒｙａｎｕｓ

３　讨论

３．１　百草枯的作用机理
百草枯虽为常用化学除草剂，但其作用机理目

前尚不十分明了。多数学者认为百草枯是一电子受

体，可被肺Ｉ型和ＩＩ型细胞主动转运而摄取到细胞

内，作用于细胞的氧化还原反应，在细胞内括化为氧

自由基是毒作用的基础，所形成的过量超氧化阴离

子自由基及过氧化氢等，可引起肺、肝及其它许多组

织器官细胞膜脂质过氧化，从而造成多系统组织器

官的损害（闰世序和刘东玲，２００６）。而研究证明，
自由基及过氧化氢等活性氧是造成 ＤＮＡ损伤的重
要原因之一（吕星，１９９２），而活性氧清除剂能显著
降低由活性氧造成的 ＤＮＡ损伤；李达圣等（２００１）
研究表明，用羟基自由基（·ＯＨ／ＯＨ－）清除剂 ＤＭ
ＳＯ和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）清除剂过氧化氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，
ＣＡＴ）与不同浓度的砷共同处理人类早幼粒细胞系
ＨＬ６０细胞和人淋巴细胞，用单细胞凝胶电泳
（ＳＣＧＥ）检测细胞 ＤＮＡ损伤，ＤＭＳＯ和 ＣＡＴ完全消
除了低剂量砷引起的 ＤＮＡ损伤，减少了７０％以上
的高剂量砷引起的ＤＮＡ损伤。
３．２　百草枯对ＤＮＡ的损伤程度

在本研究中，处理组与对照组相比，在 ＤＮＡ损
伤的各项指标上差异显著，而且在４８ｈ内，各项指
标大体上随时间的延长而变大，随浓度升高而升高。

尾长和 Ｏｌｉｖｅ尾距２项指标在２４ｈ时０．６２５ｍＬ／Ｌ
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组达到最大，分别为 （５５３．２２±１０６．９２）％ 和
（２００７３±５０．７２）％，彗尾 ＤＮＡ所占百分含量在
４８ｈ时 ０．６２５ｍＬ／Ｌ组达到最大，为（７５．１４±
１０９９）％。达到最大值之后，各项指标则均有所减
小，表明ＤＮＡ所受损伤降低。这种现象可能的解释
有２种：一是细胞内的 ＤＮＡ在受到损伤之后，内部
的修复机制迅速启动，经过一定的时间，ＤＮＡ损伤
得以修复；另一种解释是再经过高浓度、长时间处理

之后，ＤＮＡ所受损伤过大，以致电泳时 ＤＮＡ片段丢
失，在荧光图片不能显示，故呈现出测量值下降的表

象（胡晓磐等，２００５；周侃等，２００８；ＲｉｓｓｏｄｅＦａｖｅｍｅｙ
ｅｔａ１，２００１；Ｖａｎｚｅｌｌａｅｔａ１，２００７）。

综上所述，百草枯能对大鳞副泥鳅ＤＮＡ造成显
著的损伤，具有明显的遗传毒性作用，而我国又是百

草枯等各种化学除草剂的生产及使用大国；因此，合

理使用除草剂，研制开发无毒无污染的生物除草剂，

对农业生产和环境保护及其它相关领域具有重要的

意义。
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