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一种水体诱变剂
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陈军建 夏宜净
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � �   � ��

提 要

以青蛙拼抖为实验生物
,

利用甲基成酸乙酣 �� ��� 和亚硝基服 �� � � � �探讨其化合物

浓度
、

基尽时间和拼抖发育阶段等因素对诱发青蛙拱抖红细胞徽核的影响
,

不同统计单位的

特点和相互关系
�

提出了宵蛙麟抖徽核试验作为一种水体诱变剂检侧系统的基本实验程序和

一般原则
。

此外
�

还描述了
“

小体 �
”

— 一种特殊的细胞学现象
�

并初步讨论了徽核代谢机

侧
。

关扭词 青蛙麟抖
,

徽核试验
,

甲基硫酸乙醋 �� �� �� �
� �� � � �

一 �� ��� � � � �� �
,

亚硝基服 ��
�

� � ����
一

� ’一‘���
一

�
一 � ���� �� �

� � � �� �� � �
, “

小体 �
”

随着水环境的恶化
,

对污染水体中具有诱变和致癌活性的化学物质的筛选和检测
,

日

益显得重要
。

探索新的方法以检测不同环境中污染物的遗传毒性效应
,

并从不同角度评价

它们对生物和人类健康造成的潜在危害业已成为一项新课题�� 
。

在以前的工作中作者初步描述了实验生物黑斑蛙��
�
、 �� � � � 九� � ���

� � ��� �� ��� �水
生幼体�俗称青蛙姗抖 �的红细胞徽核试验技术〔习

。

青蛙拼抖
,

其红细胞分裂旺盛
,

具有低

而稳定的徽核本底
,

对污水的诱变活性很敏感图
,

是一种有效的指示生物
。

青蛙取材方便
、

经济
,

作为实验胚胎学的经典材料
,

其胚胎发育全过程和其它生物学特性均已得到充分研

究
,

建立了完整的胚胎发育时序表
,

具有丰富的生物学背景资料
,

无疑是一种很有应用前

景的实验材料
。

为此作者进行深入的研究
,

并将青蛙蟒抖红细胞微核试验发展成监侧水体

污染物诱变活性的一种规范化
、

标准化的生物活体快速检测系统
。

材 料 和 方 法

�一 �实验生物
野外采集刚产出的青蛙受精卵

,

带回于实验室水族箱 ��� � �� � � �� � �中培养
。

培养

用水为活性炭过滤并放置一周以上的自来水
,

水深 � 至 �� �
。

小蛾蚌刚开始进食时选喂以

少量熟蛋黄粉
,

随后便以轻徽煮过且剁得很碎的菠菜叶喂养
。

拼抖稍大后转入较大水族箱

本所所长择优墓金资助项目
�

�� � � 年 �� 月 � 日收到
�
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�
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���� � �� � � �� � �中培养
,

经常换水
。

当蟒鲜发育至一定阶段时选用发育状态良好的个体

用于实验
。

同一批实验需选用来自相同亲本和发育阶段同步的蛾蚁
。

�二 �化学品

本文选用两种标准化学品
,

甲基磺酸乙醋 ��� � �� � � !�� ��
�
场�� �� ��

,

� ���
,

上海

试剂一厂 出品和 � 甲基 �
‘

硝基 � 亚硝基肌 ��
一
� � ‘�� �

一
�

‘一� �, � �
一
�

一
� �, � � � � � � �叫�� �

,

�� � � �
,

�� ��
� ��� � �� � �

�

每次换液前
,

两种化学品用蒸馏水配成原液
。

�三 �预实验

确定化学品最高实验浓度 �� � �
�

�� � 和 � � � � 的 �� 分别为 �� �� � � 和 �
�

�� � �
。

�四 �实验设计
�

�

� �� 诱发青蛙州抖徽核的浓度
、

时间关系实验 取来自相同亲本
,

处于第 数� 期�� 

的蛾鲜为实验材料
。

在 �� 玻璃水槽体
,

��
� � �中

,

�� 只蛾鲜一组分别暴露于 � �� 浓度为

� �
、

� � �� 和 �� � �� 的 �� 活性炭过滤水中
。

另 �� 只拼抖保持在 �� 过滤水中为对照
。

蛾蚌喂以适量轻微煮过并剁碎的菠菜叶
,

每 � 两次
。

每 �� � 更换新配制的处理液
。

实验组

于 �� 和 � �� 时分别制备拼蚌血涂片
,

对照组在 ��� 后制片
。

�
�

�� � � 诱发青蛙拼抖徽核的浓度
、

时间关系实验 以来自相同亲本
,

�� �期蟒鲜为

材料
,

�� 只一组
。

设置 �� � � 的浓度分别为 ��
、

�� �� 和 �� �� �
,

另设一对照组
。

在与

实验 � 相同的条件和程序下
,

在处理的第 �� 和 � �� 后分别制片
,

对照于第 � �� 制片
。

�
�

不同发育阶段的拼抖对徽核形式的影响实验 取来自同一亲本
,

第 �� ��� 期的拼抖

为材料
。

�� 只一组
,

分别暴露于 �� 浓度为 � ��
、

�� 和 ��� � � 的 � � � 溶液中
。

另设一对照

组
。

在与上述实验相同条件下处理 ���
,

然后制片
。

所有实验均在 �� 士 �
�

�℃温度下进行
。

�五 �制备血涂片

采用取心脏血涂片法�� 
‘, ,

取拼鲜充血心脏迅速制备血涂片
。

甲醉固定 �� 至 巧� ��
,

� � � �� � � � �� � �
�

� � �染色 � � � ��
,

风干
。

�六 �结果分析

每只蟒鲜制备 � 张血涂片
,

每一实验组制备 �� 一�� 张
。

每张涂片检查 � � � � 个形态良

好的红细胞
,

计算微核细胞率
、

微核率和
“

小体 �
”
率

。

�七�统计方法

本实验采用两种方法进行数据分析

�
�

方差分析法 原始数据经平方根变换后进行 � 检验和 � 检验
。

因篇幅有限
,

这部

分统计数值未列出
。

�
�

中位数分析法〔�
,

们 将每组
�
个样品的微核细胞率

、

微核率和
“
小体 �

”
率分别由

大至小顺序排列
,

计算中位数
、

低四分位数和高四分位数
。

用 �
、

�� � 和 � 分别代表中位

数
、

四分位数间距和样品大小
,

则中位数的 ��  置信限为
�

� 士 �
�

� ���尺 � 了万

当对照组的置信区间与处理组的置信区间不存在共同值时
,

在 � �水平上两组中位数之

间被认为存在显著性差异
。

如果处理组的中位数经上述计算差异显著
,

而 � 值小于 � 倍

对照组 � 值
,

则认为它们之间的差异为弱阳性
。 ,
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结 果

�一 �� �� 诱发份蛙拼抖徽核

图 � 显示 �� � 诱发育蛙姗抖徽核的浓度
、

时间效应
。

三个不同统计单位的特征值列

于表 �
。

对照徽核本底为 �
�

�输
。

经 �� 和 � �� 处理
,

三种不同浓度 � � � 均诱发拼抖红细胞徽

核细胞率和徽核率与对照相比显著增高
,

两种统计单位的最大值分别达 �� 编和 � �编
。

“

小体�
”
本底为 �编

。

经 �� 处理
, “

小体�
”

只在 � � �� � � 浓度组为阳性反应 � ��� 后
,

�� 和 �� �� �� 组分别达到 �
�

�编和 �编
�

均为统计上显著增高
�

� � 居�日处理实段中三种不网挽计单位的钧桩位

� � �
�

� �肠��
�� ��� �沁 � �� �� �� � ��� 饮 � ���� 代� � ��� ���� �� � ��� � �� ��� � �
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圈 1 匕M S 毋友霄蛙姗料橄板的浓度
、

时间效应

F ig
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,

. z o
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口
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(二 )M N N G 诱发 , 蛙姗抖橄核

图 2 显示 M N N G 诱发拼抖微核的浓度
、

时间效应
。

三种不同统计单位的特征值列于

表 2
。

对照微核本底为 2编
。

经 6d 和 12d 处理
,

0

.

25 和 0
.
SP pm 浓度组拼抖微核细胞率和

微核率与对照相 比呈统计上显著增高 (其中 0
.
25ppm ,

6d 组微核细胞率的增高为弱阳

性);两种单位的最大值分别达 12
.
5编和 13

.
5编

。

0

.

0
5P

p m 组在两个处理期间均为阴性结

果
。

-
. 砚. .

. . . . 峨 .目峨

图 2 M N N G 诱发青蛙麟抖徽核的浓度
、

时间效应
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“

小体 M
”

本底为零
。

经 6d 处理
,

0

.

S

PP
m 组呈阳性反应 ,

12 d 后 0. 25 和 0. SP pm 组
“

小体 M
”

率分别增至 2输和 4输
,

均有统计学意义
。

衰 2 M N N G 处理实脸中三种不网统计单位的特征位

Ta b
.
2 C ha ra

ete ri stie 姐lues fo r t玩ee diffe 比nt如ti
ng ind ice s in t址 exPe ri me
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t
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nt
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.
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丝 一
一

鱼丝匕一一一一一一一二一二一‘址一二一止二一上一- ,
+ 阳性结果 . (+ ) 弱阳性结果 , 一 阴性结果

+ po sitive result; (+ )
wea
k positi, e

,
ult , 一 n eg a ti悦 re sult

(三)不同发育期峨抖对橄核形成的影响

图 3显示 E M S 诱发第 n 川期拼抖的徽核效应
.
三种不同单位的特征值列于表 3

。

对照徽核本底为 2编
。

经 12 d 处理三种浓度的 E M S 均诱发徽核细胞率和徽核率统计

上显著增高
,

最大值分别达 35%
。

和 40编
。 “

小体M
”
本底为零

。

1 2 d 后
,

5 0 和 10oppm 组
“

小体 M
”
率分别为 1编和 6编

,

均为阳性反应
。
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讨 论

(一)E M s 和 M N N G 诱发青蛙拼抖徽核
1
.
E M S E M S 是一种磺酸醋类烷化剂

,

它在以病毒到哺乳类的许多遗传毒性试验系

统中都发现具有诱变/致癌活性[7J
。

因此常常作为一种典型的阳性对照物
。

在 E M S 诱发

青蛙麟蚌微核实验中
,

同一处理时间微核细胞率呈现明显的浓度依赖性增高
,

各浓度组之

间微核细胞率均存在统计上显著差异(q 检验)
。

同一浓度下则显示一定时间依赖性增高
,
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图 3 E M S 诱发不同发育期拼抖的徽核效应

F ig
.
3 T he effeer of dif住re n t stag e o f ta d p o le o n the ind uc tio

n

o f m ie ro n u ele i b y E M s

目 10ppm
,

田 soppm ,

. l o o p p m

,

口
control

这种关系在 M C 浓度组尤其突出
,

反映出 E M S 在毒性浓度水平产生最大效应的特点
.
在

E M S 作用下
,

青蛙麟抖红细胞遗传物质的损伤
,

一方面表现在具有微核的红细胞增多;另

一方面
,

随着损伤加重
,

还表现在双徽核和多微核细胞增多
,

有的细胞发生核碎解现象 (图

版 I :1一4)
。

这一特点可以从微核细胞率和微核率的差别中看出
。

有人将泥荫鱼 (U 胡衣叨 力g蒯ea )暴露于浓度 Zo0P pm E M S 中 3 个星期
,

4
0P

p m 中 6

个星期
,

分别产生 1
.
6编和 3

.
7%

。

的微核红细胞[8]
。

本实验中青蛙拼蚌经 12d 处理
,

50 和

100 pp m 的 E M S 分别诱导 n
,

5 编和 38 编的微核红细胞
。

由于微核主要是由细胞分裂期

间滞留的染色体或其碎片引起的
,

微核的产生与细胞分裂密切相关[9,
’
0]

。

鱼类红细胞微核

试验法敏感性差的主要原因在于它是以不再分裂或分裂指数很低的成熟红细胞为靶细

胞
。

相反
,

青蛙拼抖红细胞本身正处在旺盛增殖阶段
,

诱变物引起的遗传物质损伤能够通

过细胞分裂很快以徽核形式体现出来
。

2

.

M
N N G M N N G 是亚硝酞胺类烷化剂

,

一种强烈的致突变和致癌剂[l
‘〕

。

然而用啮

齿类动物进行徽核实验
,

M N N G 除在某些种类报道为阳性结果外[l2 〕
,

多次得到阴性结

果〔’3一‘s]
,

或可疑阳性结果。‘〕
。

至今还未见到 M N N G 诱发水生生物徽核的报道
。

在青蛙蛾

鲜实验中
,

高浓度组(M c 和 M c /2) 均能诱发微核细胞率和微核率统计上显著增高
,

且呈

现明显的浓度和时间依赖性
。

与 E M S 相 比
,

M N N G 对青蛙蛾抖具有很强的急性毒性

(M C 为 0
.
sppm ) ,

但其诱变活性的浓度范围却相当窄
,

微核产生幅高也较小
。

M N N G 的

遗传毒性作用特点与其甲基衍生物 N 乙基 N
’

硝基 N 亚硝基肌(E N N G )对有肋螺(尸le
u -

几以“己:

wa
lt l) 幼体的作用特点川十分相似

。

化学品诱变活性大小除与其诱变特性相关
,

也受理化稳定性的影响
。

在水溶液中

E M S 和 M N N G 是两种不稳定的化合物
,

E M S 在一种哺乳类动物培养基中的半衰期只有
53m in[ 111

。

M N N G 则更不稳定
,

极易受pH
、

光照和温度等理化因子的作用而降解[1
‘〕

。

这也

许是 M N N G 在一些啮齿类动物徽核实验中得到阳性结果的原因之一
。

由此可见
,

青蛙拼
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蚌微核试验不仅能够很好地反映出不同化学 品的作用特点
,

而且可用于不稳定化学品的

诱变活性检测
。

3

.

不同发育期拼抖的徽核效应 选用 xx vll 期蜡抖进行 EM S 处理实验
,

结果表明早

期拼鲜对化学品也很敏感
。

从处理 12d 的结果来比较(表 1
、

3)

,

三种浓度 E M S 诱发的微

核细胞率和微核率都十分接近
,

具有相同的作用特点
.
这说明不同发育期蛾抖对实验结果

没有明显影响
;
另一方面也表明青蛙蛾料微核实验结果重复性很好

,

是一种可靠的测试方

法
。

考虑到拼抖太小制备血涂片比较困难
,

而蜷蚌过大又可能受到变态的影响
,

因此采用

第 仃x期蛾鲜开始实验比较合适
。

(二)徽核相关性胞质
“

小体 M
”

在一些血涂片
,

尤其是高浓度组的涂片中经常出现一种包含有微核的细胞质小体
。

它

既不同于含有微核的有核红细胞
,

亦不同于哺乳类骨髓细胞中具有微核的多染红细胞
。

为

行文方便
,

作者暂称这类与微核相关的特殊细胞结构为
“

小体 M
” 。 “

小体 M
”

实际上是一

类具有不同大小微核和胞质的细胞质小体
。

它可以包含一个或多个微核(图版 J
: 5一7)

,

微核的形态特征与正常细胞中的微核标准一致
。 “

小体 M
”

的胞质具有清晰的边界
,

大小

变化很大
,

以正常细胞的 1/4 左右大小为多见 (图版 I
: 8一12)

。

裸露的微核和不含核物

质的胞质均不计入
“

小体 M
” 。

在 E M S 和 M N N G 诱发蛾鲜微核实验中
, “

小体 M
”
率的变化具有共同特点

。

M C 浓

度组在两个处理期间都呈阳性反应
,

M C
/2 浓度组只在 12d 后才有统计学意义

。

将
“

小体

M ”
率与相应的微核细胞率相比较

,

微核细胞率愈高
, “
小体 M

”

率也愈高
;
但不完全成比

例关系
。

“

小体 M
”

的成因尚不清楚
,

它可能是一种发育不正常的异常细胞
,

也可能是微核细

胞的一种代谢产物
。

在查片过程中观察到一些
“

小体 M
”

形成的中间过程
,

主要有级裂型
、

芽突型和排主核型 (图版 I
:
13 一16)

。

由此推断
“

小体 M
”
更可能是微核红细胞的一种代

谢产物
。

这样就不难理解它与微核细胞率相关的特点
。

对
“

小体M
”
与微核细胞的关系及

“

小体 M
”
成因和变化规律的进一步研究

,

将有助于对微核代谢机制的了解和对微核毒理

学意义的全面认识
。

(三)几个值得注意的问题和墓本实验程序

与哺乳类试验系统相比
,

以往水生脊椎动物微核试验方法还很不规范
。

为使青蜂拼蚌

微核试验发展为一种规范化的水体诱变剂检测系统
,

一些基本问题有必要提出讨论
。

1

.

质t 保证 青蛙拼抖微核 自发频率低且稳定
,

根据作者几年来的实验记录
,

本底

平均值( 2%
。

一

由于取材环境
、

实验方法及操作的不同
,

微核本底会有波动
。

本底过高()

6%
。
)

,

实验结果的可靠性值得怀疑
。

保持实验材料低且稳定的微核本底(簇4%
。
) 是实验成

功的前提条件
。

2

.

最高实验浓度 由于化学品性质不同
,

某些化学品只在毒性剂量水平才引起微核

水平的显著增高[l
’〕

。

对弱诱变剂来说
,

测试浓度选择不当往往会获得假阳性结果
.
若浓度

选择过高
,

则会导致试验生物中毒
,

细胞分裂受阻
,

微核率下降
,

造成结果判断上的困难
。

可见待测物最高实验浓度 (M C )的确定是遗传毒性试验的关键问题之一
。

这个问题在以

往以水生生物为动物模型的遗传毒性试验中没有很好地解决
。

在青蛙蟒鲜微核试验中
,

作
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者以麟抖在处理期间不出现死亡和明显生理异常(如进食受阻
、

失重和形态异常等)的最

大浓度作为最高实验浓度
。

此外
,

由于细胞分裂与微核的形成密切相关
,

细胞分裂指数的

变化也是确定 M C 的参考指标
。

3

.

统计方法 由于微核细胞不遵循正态分布原则[l8 }
,

选择适当的统计方法显得十分

必要
。

方差分析法能够充分利用所得数据
,

获得较多的信息
。

但它比较复杂
,

不易掌握
,

有

时对数据还需必要的专家加权
。

本文介绍的中位数分析法是一种非参数统计法
,

不受微核

细胞率组内变异的限制
,

适于大样本数据分析
。

本实验数据分别用两种方法进行分析
,

统

计结果儿乎完全一致
。

加之中位数分析法 比较简单
、

容易掌握和普及
,

是青蛙拼抖微核试

验的较理想的数理统计方法
。

4

.

结果翔定 运用适当的统计方法得到的统计结果是判定实验结果阳
、

阴性的主要

依据
。

此外还必须考虑实验浓度的选择
、

处理时间长短及实验结果的重复性等因素
。

在经

任何一种浓度不同处理时间所取得的可重复的阳性结果都是有效的
。

强诱变剂往往在较

短的处理时间或较低浓度下就能取得阳性结果
,

而弱诱变剂则需较长的时间和较高的浓

度
。

阴性结果的判定比较复杂
,

一种化学品只有在最大实验浓度(M C )和足够长的处理时

间(1 勿 )条件下取得的阴性结果才能被接受
。

5

.

取材的季节限制 在 自然环境中两栖类幼体只有在春季和初夏可获得
,

这无疑是

该实验材料的一大缺陷
,

限制了该实验方法的应用
.
在实验胚胎学中获得非生殖季节两栖

类胚胎的技术早已建立山
一 , , ,

。

因此
,

通过冷藏
、

催青和人工授精的途径以及实验材料的实

验室培养
,

不仅使一年四季获得实验材料成为可能
,

而且可充分掌握实验材料的环境背景

和遗传背景资料
,

有利于质量控制
。

根据本实验结果及以前的研究工作
,

作者提 出以下青蛙拼抖徽核试验 (m icr on uc leu
s

test on frog tadpoles)的基本程序和原则
:

1
.
实验材料 取人工授精的卵或野外采集刚产出的授精卵

,

实验室培养
。

选第 xxx 期

拼鲜用于实验
。

同一批实验的拼鲜须来自相同亲本
。

2

.

预实验 确定待测化学品的最高实验浓度(M C )
。

3

.

实验处理 每种待测化学品设置 M C
,

M C /2

,

M C / 10 三个浓度和对照
。

20 只姗抖

一组
,

在 23 士 1
.
5

’

C 条件下处理 12d
。

4

.

制备血涂片 姗抖麻醉后取心脏法制备血涂片
。

每只拼抖制备一张涂片
,

每组制

备 15 至 20 张
。

(
n

> 9 )

。

5

.

数据分析 每张血涂片检查 1000 个红细胞
,

计算徽核细胞率
。

中位数分析法进行

数据分析
。

‘ 结果判定
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