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　　SO2是形成酸雨的主要成分之一 , SO2对生物的危害主要

是通过其进入生物体内产生的代谢产物———亚硫酸钠与亚

硫酸氢钠对组织 、细胞和生物大分子的作用而实现的[ 1] 。 前

人的研究结果发现:亚硫酸氢钠能够诱发人外周血淋巴细胞

和小鼠骨髓嗜多染红细胞微核的产生[ 2, 3] 。鱼类对化学物质

的反应与哺乳动物有很多相似之处 , 而鱼类中泥鳅具有较高

敏感性 ,它们较之蝌蚪及其他鱼类 , 具有取材容易 、涂片方

便 、室内饲养易成活等优点。因此 , 近年来常被用来检测水

体的污染情况以及评价污染物对水生生物的遗传损害及毒

理效应[ 4—9] 。但是关于亚硫酸氢钠对泥鳅的急性毒性和染

色体损伤的研究则未见报道。

因此 ,本试验以泥鳅为对象,研究亚硫酸氢钠对泥鳅的急性

毒性和染色体损伤情况,用不同的数学模式来研究不同浓度的

亚硫酸氢钠对泥鳅红细胞微核形成和核变形的影响 ,以及它们

之间的回归关系,以便建立最佳的评估泥鳅红细胞微核率和核

变形率与亚硫酸氢钠污染之间的回归相关关系模式。

1　材料与方法

1.1　材料　实验鱼购于福州市程浦头市场 , 经鉴定为鲤形

目鳅科的泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)。 实验时挑选健康

活泼和体表无损伤的体长 12±2cm , 体重 12±2g的泥鳅作为

实验鱼。 化学 诱变剂:采用国产 分析纯亚硫酸氢 钠

(NaHSO3)。用于饲养泥鳅和配制药品的水均采用曝气 3d ,

pH6.8—7.0的自来水。所有用于实验的泥鳅均置于充分曝

气的自来水中驯养 2d , 再进行急性中毒或染毒实验。

1.2　方法

1.2.1　亚硫酸氢钠对泥鳅急性毒性试验　将亚硫酸氢钠用

曝气后的自来水分别配制成 250mg/ L, 300mg/L , 400mg/L ,

500mg/ L的浓度 ,对照组采用曝气的自来水。 对照组和实验

组的水量均为 5L ,用统一规格的水桶盛放 , 每个浓度设三个

重复 ,每一处理分别投放 8 尾泥鳅。水温为 26±2℃, 24h 换

一次水。

根据泥鳅的死亡条数和死亡时间 , 找出引起 0%死亡率

和100%死亡率剂量的所在范围。 利用改良寇氏法(Kar-

ber)[ 10]计算半致死浓度(LC50):

LC50= log-1[ Xm-i(∑ P-0.5)]

其中:Xm:最大剂量的对数值;i:相邻两组剂量对数值之差;

P:各组动物死亡率 , 用小数表示(如死亡率为 80%则写成

0.80);∑P :各组动物死亡率之总和

安全浓度=96 LC50×0.1
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1.2.2　亚硫酸氢钠对泥鳅的染色体损伤试验　用曝气 3d 的

自来水配制亚硫酸氢钠溶液 , 溶液浓度分别为:4mg/L、

10mg/ L、20mg/L、30mg/ L、40mg/ L、50mg/ L , 每隔 48h 更换一次

处理液。进而按照不同处理时间 , 断尾取血涂片 , 每一处理

组进行 3次重复。对照组采用曝气 3d的自来水。

1.2.3　血涂片的制备　各个处理组于染毒后 6h、12h 、24h、

48h、72h 、96h 、120h 、144h ,分别对泥鳅断尾取血 ,制备血涂片。

涂片晾干后 ,用卡诺固定液固定 15min , 再用Giemsa染液染色

20min , 而后用水(或磷酸缓冲液)冲洗 ,晾干 , 观察。

1.2.4　显微观察与分析　每个处理随机观察 2000 个以上的

细胞 ,观察微核率和核变形率。

1.2.5　数据分析　对试验所得数据 , 采用 EXCELL 和 SPSS

软件进行统计分析 、T检验 , 并进行浓度与微核率 、核变形之

间相互回归分析。最后根据实际观测值与不同模式回归的

吻合结果 ,找出最适宜的回归方程。

2　结果与讨论

2.1　亚硫酸氢钠对泥鳅的毒性实验

亚硫酸氢钠对泥鳅的毒性实验结果见表 1。实验中刚投

入水中的泥鳅烦躁不安 ,窜动不止 , 而后相对静止 , 死亡时泥

鳅身体僵直 ,脊椎骨略弯曲呈弓型 , 腮部充血 , 口开张有血 ,

肝门外突 ,体表黏液凝固成一层黄色的膜状物 。

表 1　亚硫酸氢钠对泥鳅的急性毒性实验

Tab.1　Acute toxicity of NaHSO3 to Misgurnus anguillicaudatus

处理浓度
不同处理时间的死亡率(%)

24h 48h 72h 96h

CK 0 0 0 0

250 mg/ L 0 0 0 0

300 mg/ L 0 0 0 12.5

350 mg/ L 0 0 12.5 37.5

400 mg/ L 37.5 50.0 62.5 75.0

500 mg/ L 37.5 50.0 75.0 100.0

　　根据公式计算出泥鳅 24h , LC50=515 mg/L;48h , LC50=

498 mg/ L;72h , LC50=489 mg/ L;96h , LC50=455 mg/ L。安全浓

度为 45.5 mg/L。

2.2　微核的成因

对于微核的成因 ,有的学者认为是由无着丝粒的染色体

断片或落后染色体形成[ 11 , 12] ,也有的认为可直接由间期核形

成[ 13] , 或是由细胞核向外突出并延伸而成[ 9 ,14] 。本实验的观

察结果表明:泥鳅正常的红细胞分裂是核质均等的一分为二

(图 1),而当用亚硫酸氢钠对泥鳅进行诱变时 ,微核的形成途

径有两条。一条是出现染色体断裂 , 进而产生微核;另一条

是幼红细胞的正常分裂被扰乱 , 细胞不均等缢缩分裂 , 并表

现出核 质 外凸 、 内凹 和不 均等 缢 缩等 核 畸形 现 象

(图 2—图 4), 缢缩继续进行 ,则出现主核与微核之间有丝状

相连(图 5),进而出现游离的微核(图 6)。 而成熟的红细胞

因其核处于异染色质状态 , 不会继续复制和分裂。所以 , 微

核不是由成熟红细胞的核质外突延伸而成。

2.3　亚硫酸氢钠对泥鳅红细胞染色体的损伤

孟紫强等人曾对SO2对细胞染色体损伤的机制提出—自由

基损伤学说。认为 SO2进入体内后 ,转变为亚硫酸盐和亚硫酸氢

盐,二者通过自氧化和酶促氧化过程产生自由基,引起细胞内蛋

白质和酶的结构与功能改变 ,引起蛋白质 、DNA 损伤并影响其修

复过程,从而引起染色体改变[ 1];所产生的自由基也可以直接攻

击DNA链上嘌呤C8、胞嘧啶的C5和C6之间的双烯键, 引起碱基

损伤 ,导致碱基置换 、脱嘌呤、DNA链断裂等基因突变[ 15] 。本实

验的结果表明:亚硫酸氢钠对泥鳅红细胞染色体的损伤表现为

细胞的微核率和核变形率增高, 细胞正常的分裂被干扰。在一

定的浓度范围内,随着亚硫酸氢钠浓度的逐渐增加 ,核变形和微

核率也逐渐上升。当处理浓度为 40mg/L时 ,微核率和核变形率

达到最高 ,分别为 3.82‰, 3.69‰(表 2)。但是, 泥鳅红细胞微核

率和核变形率达到最高峰值的处理时间不同。最高核变形率出

现的处理时间是 72h;而最高微核率出现的处理时间是在 96h。

当处理浓度超过安全浓度后 ,随着浓度的增加和处理时间的延

长,微核率和核变形率出现不升反降的趋势(图 7—图 8)。在

50mg/ L的处理中,可观察到部分红细胞出现核裂解(图 9),进而

产生无核细胞(图10),最后细胞凋亡的现象(图 11)。因此,笔者

认为在高浓度处理下, 出现微核率不升反降现象的可能原因有

二种:其一是由于高浓度的亚硫酸氢钠对细胞的染色体损伤较

严重 ,当细胞基因严重缺失或突变严重时,会导致细胞启动特定

的致死程序,产生细胞凋亡。由于细胞凋亡的数量增加(而实验

中未将细胞凋亡数统计到微核数中),导致出现具微核的细胞数

量相对减少。其二是基因缺失或突变改变了相邻基因的表达方

式,进而使细胞分裂指数降低 ,细胞周期延滞, 结果出现核变形

率和微核率不升反降的趋势。

图 1　红细胞的无丝分裂

Fig.1 　Amitosis of Misgurnus

angui llicaudatus erythrocytes

图 2　核外突

Fig.2　Nucleus evagination

form

图 3　核内凹

Fig.3　Nucleus inward curving

form

图 4　不均等核缢缩

Fig.4　Unequal nucleus

of cell division
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图 5　主核与微核相连

Fig.5　Conjoint of nucleus

and micronucleus

图 6　微核

Fig.6　Micronucleus

图 7　亚硫酸氢钠的不同处理对

　　泥鳅红细胞微核的诱导

Fig.7　Induction of micronucleus in

Misgurnus anguillicaudatus erythro-

cytes by NaHSO 3 different disposal

图 8　亚硫酸氢钠的不同处理对

　泥鳅红细胞核变形率的诱导

Fig.8　Induction of nuclear anomalies

in Misgurnus angui llicaudatus ery-

throcytes by NaHSO3 different disposal

表 2　不同浓度诱导下泥鳅红细胞总微核率和核变形率的 T检验

Tab.2　Different concent ration induced the Misgurnus angui llicaudatus erythrocytes total micronucleus rate and nuclear anomalies rate of the T test

浓度 观察细胞数(个) 微核率(‰)±SE T检验 观察细胞数(个) 核异常率(‰)±SE T检验

对照组(CK) 46154 0.26±0.07 / 46296 0.54±0.11 /

4mg/ L 78000 0.39±0.09 — 52508 0.91±0.26 —

10mg/ L 48864 1.90±0.49 ＊＊ 48947 1.90±0.35 ＊＊

20mg/ L 48700 2.05±0.40 ＊＊ 49123 2.85±0.71 ＊＊

30mg/ L 53691 2.98±0.93 ＊ 53582 3.49±1.03 ＊

40mg/ L 51052 3.82±1.21 ＊ 50949 3.69±1.10 ＊

50mg/ L 49242 2.64±0.71 ＊＊ 49254 3.35±0.63 ＊＊

　　注:＊ “ SE”为标准误;“ ＊”表示差异显著;“ ＊＊”表示差异极显著;“ —”表示差异不显著

Note:＊ “ SE”was standard error;“ ＊”difference was remarkable;“ ＊＊” difference was extremely remarkable;“ —”difference was not remarkable

　　另外 , 实验中还观察到双核细胞率增加的 现象

(图 12),其原因可能是亚硫酸氢钠通过一电子氧化作用形

成三氧化硫自由基(SO
-
3 ), 而 SO

-
3 可与 O2迅速反应生成超

氧自由基(O-2 ),结果导致超氧自由基作用于构成生物膜组

成成分的不饱和脂肪酸 , 使之形成自由基 , 进而不饱和脂

肪酸所形成的自由基相互结合 , 这种自由基的结合抑制膜

的形成 。另外 , 不饱和脂肪酸自由基与分子氧反应形成的

有机过氧自由基也可以进一步氧化裂解 , 使得不饱和脂肪

酸丢失 ,从而破坏生物膜的结构和形成 。因此 , 出现红细

胞的核一分为二 , 但是细胞膜却不能正常形成 , 出现双核

细胞率增高的现象。当然 , 这个推论还需做进一步的实验

证实。

图 9　核裂解

Fig.9　Nuclear disintegration

图 10　无核红细胞

Fig.10　Nuclear erythrocyte

图 11　细胞凋亡

Fig.11　Two nucleus of cell

图 12　双核细胞

Fig.12　Two nucleus of cell

　　上述这些现象表明亚硫酸氢钠既具染色体断裂剂的作

用 ,又有干扰细胞正常分裂的作用 。此外 , 从实验的结果还

可看出在相同浓度的处理下 ,核变形率高于微核率 , 这说明

泥鳅自身的 DNA 修复机制在起作用。

2.4　处理浓度与微核率 、核变形率之间的统计分析

把不同处理浓度诱导出的微核率和核变形率与对照组

进行方差分析和 T检验回归分析 , 从表 2—表 4中可看出 , 除

了 4mg/L的处理浓度与对照相比差异不显著外 , 其余的浓度
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处理均达到差异显著或极显著。这说明当水体中含有 10mg/ L

以上的亚硫酸氢钠时 ,会对泥鳅的红细胞造成显著的染色体

损伤。用不同浓度的处理与微核率 、核变形率之间进行的不

同模式回归分析结果发现:采用 Logarithmic、Inverse、Power 和

S 模式无法建立浓度与微核率之间的回归关系。而采用其他

模式 ,能在浓度与微核率之间建立回归关系。但是只有 Lin-

ear、Cubic和 Quadratic模式所建立的回归关系相关性达到显

著性水平 ,其中以 Quadratic进行回归的效果最好。而其余模

式所建立的回归关系的相关性均未达到显著性水平。因此 ,

当用Quadratic模式的回归公式 Y=0.086+0.164X-0.002X2

(Y—微核率 , X—浓度), 来预测不同浓度与微核率之间的相

应关系时 ,二者的相关系数 r=0.953 , p=0.009<p=0.01 , 相

关性达到极显著水平 ,实际观察值与 Quadratic模式模拟曲线

的吻合情况(图 13)。

图 13　浓度与微核率的Quadratic回归模拟

Fig.13 　 Concentration and micronucleus rate of

　　 Quadratic regression analysis simulation
　

表 3　亚硫酸氢钠不同浓度组诱发泥鳅红细胞微核率的方差分析

Tab.3　Variance analysis of the frequencies of nuclear anomalies in

erythrocyte of Misgurnus anguillicaudatus induced by different concentrations

变异 平方和 自由度 均方 F P

处理间 82.3 6 13.72 3.70 0.004＊＊

处理内 181.64 49 3.71

总和 263.95 55

　　注:＊＊ 表示差异极显著

Note:＊＊ Difference was extremely remarkable

表 4　亚硫酸氢钠不同浓度组诱发泥鳅红细胞核变形率的方差分析

Tab.4　Variance analysis of the frequencies of micronucleus in erythrocyte

of Misgurnus anguillicaudatus induced by different concentrations

变异 平方和 自由度 均方 F P

处理间 79.15 6 13.19 3.44 0.007＊＊

处理内 188.08 49 3.84

总和 267.23 55

　　注:＊＊ 表示差异极显著

Note:＊＊ Difference was extremely remarkable

在不同浓度与核变形率之间 , 采用 Inverse、Logarith、Power

和S 模式无法建立相互之间的回归关系 , 采用 Linear、Com-

pound、Logistic、Growth和 Exponential模式 , 能建立二者的回归

关系 ,而且相关性均达到显著水平 , 当采用 Quadratic、Cubic 模

式来预测不同浓度与核变形率之间的相应关系时 , 相关性达

到极显著水平。尤其是用 Cubic 模式时 , 即用 Y=0.479 +

0.146X-0.001X2-1.324×10-5X3来预测时(Y—核变形率 ,

X—浓度),浓度与核变形率之间的相关系数 r=0.999 , p =

0.000<p=0.01 , 实际观察曲线与 Cubic 模式模拟曲线(图

14)几乎完全重合。

上述结果表明:评价亚硫酸氢钠的处理浓度 、微核率和

核变形率三者之间的相应关系不同 , 因此 , 它们各自适用的

回归模式也不同。要想准确评估亚硫酸氢钠对泥鳅的染色

体损伤或根据泥鳅的微核率和核变形率来预估水体中的亚

硫酸氢钠含量 ,应该对处理浓度 、微核率和核变形率三者分

别进行不同相关回归模式分析对比 , 从中找出最佳的回归模

式 ,才能获得理想预测拟合的效果。

图 14　浓度与核变形率的Cubic回归模拟

Fig.14　Concentration and abnormal nucleus rate

of Cubic regression analysi s simulation

　　

2.5　核变形率与微核率之间的统计分析

不同浓度处理下 , 核变形率与微核率均值之间的相关

回归分析结果表明:在这二者之间 , 除了 Inverse 回归模式

达到显著水平 , 用其余的回归模式均达到极显著水平 , 当

采用 Power 回归。 即当 Y=0.564X
1.37
时(Y—微核率 , X—核

变形率), r=0.983 , p =0.000 <p =0.01 , 相关性最好

(图 15)。说明核变形也可以用作衡量泥鳅红细胞遗传损

伤的指标之一。 不同浓度与微核率 、核变形率的最佳回归

模式见表 5。

图 15　核变形率与微核率的 Power 回归模拟

Fig.15　Abnormal nucleus rate and micronucleus

rate of Power regression analysi s simulation
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表 5　浓度与微核率 、核变形率的最佳回归模式

Tab.5　Optimal regression modes of correlativity among Concentration ,

time , micronucleus rate and abnormal nucleus rate

回归分析 最佳模式 相关系数 标准误差 显著性水平

浓度与微核率 　Quadratic 0.953 0.487 　0.009＊＊

浓度与核变形率 　Cubic 0.999 0.099 　0.000＊＊

微核率与核变形率　Power 0.983 0.214 　0.000＊＊

　　注:＊ 表示相关性到达显著性水平;＊＊ 表示相关性到达极显

著性水平

Note:＊ relevance arrived the significance level;＊＊ relevance arrived

the ext remely level of significance

3　结　论

(1)亚硫酸氢钠对泥鳅的半致死量分别为:24h , LC50=

515mg/ L;48h , LC50=498mg/ L;72h , LC50=489mg/L;96h , LC50=

455mg/ L。安全浓度为 45.5mg/L。

(2)在亚硫酸氢钠处理下 ,泥鳅微核的形成途径有两条。

一条是出现染色体断裂 , 进而产生微核;另一条是幼红细胞

的正常均等分裂被扰乱 , 细胞出现不均等缢缩分裂 , 最后形

成微核。

(3)亚硫酸氢钠对泥鳅既具染色体断裂剂的作用 , 又有

干扰细胞正常分裂的作用。 超过安全浓度的亚硫酸氢钠会

导致部分红细胞出现细胞凋亡。

(4)当水体中的亚硫酸氢钠浓度在 10mg/ L以上时 ,会对

泥鳅的红细胞造成显著的染色体损伤。因此 ,泥鳅可作为评

价亚硫酸氢钠对水体污染的模式生物。

(5)在亚硫酸氢钠处理下 , 泥鳅的微核率与核变形率相

关性很高 , 达到极显著水平 , 说明核变形也可以作为衡量泥

鳅红细胞染色体损伤的指标之一。

(6)正确采用适宜的回归模式 , 才能获得理想的评价亚

硫酸氢钠对泥鳅红细胞的染色体损伤的预测效果。
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