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摘要: 对五种环境污染物的遗传毒性采用鱼微核试验技术对其进行了筛检, 试验结果表明鱼

微核试验用作筛检诱变物的遗传毒性是有效的,对监测水体的质量也具有潜在的价值; 同时,

对国内外学者将各种各样的技术应用到鱼微核试验进行了总结, 概述了微核形成的机理;在

此基础上, 提出应用鱼微核试验筛检水体诱变物时应注意的问题。
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鱼特别是小型真骨鱼作为一种理想的试验对象,在于它易于在实验室饲养和易于暴

露有毒化学物质当中。由于鱼对化学物质的反应同哺乳类动物相比具有很多相似之处,过

氧化物酶的增高,肝脏氧化代谢的异常以及具有转化前致癌物的混合功能氧化酶 P-450

系统,因此它们被用来筛选对人类具有潜在致畸、致癌效应的化学物质。在目前水环境污

染越来越严重的情况下,把鱼作为试验对象的主要目的还是用来确定水体化学污染的分

布和毒性效应。已经证实底栖鱼类肿瘤发病率与沉积物中高浓度的多环芳烃类( PAHs)

物质密切相关
[ 1]

,而人们对广泛存在但浓度极低的环境污染物的潜在遗传毒性效应还是

知之甚少。因此, 发展简便、快速、有效的筛检方法一直是人们研究的课题。

微核试验是根据细胞质内产生额外核小体的现象来判断化学物质诱发染色体异常作

用的试验方法。自七十年代初将微核试验用于致突变研究后,已日益受到国内外的重视,

并在筛选化学诱变剂中得到了普遍的应用
[ 2]
。近年来,微核试验在方法学上也不断改进,

发展了多种新的微核检测方法, 其中鱼体微核的测定也得到广泛应用。本文选择镉、铅、呋

喃丹、印染废水和非离子洗涤剂五种环境污染物对几种不同的鱼进行了微核试验,分析了

微核形成的机理, 并对鱼微核试验的技术和方法进行了总结。

1　材料与方法

1. 1　材料　试验鱼基本上采用当年鱼种, 其种类,规格, 来源详见表 1。
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表 1　试验鱼的基本情况

Tab. 1　Th e basic con dition of experimen tal f ish

种类

Species

规格

Size

来源

Source

黄鳝 W: 13. 73±2. 74g 市场购得

Monop terus albus

银鲫 W: 14. 15±9. 33g, L : 9. 25±2. 02cm 本所试验场

Car assius auratus g ibel io

鲢 W: 18. 40±6. 63g, L : 13. 08±1. 88cm 本所试验场

Hyp op hthalmichthys moli tri x

草鱼 W: 47. 31±8. 72g, L : 16. 43±3. 53cm 本所试验场

Ctenop haryg od en idel lus

鲫 W: 32. 01±10. 38g, L : 12. 75±1. 53cm 本所试验场

Car assius aurat lus

泥鳅 W: 11. 47±1. 52g 市场购得

Misg urnus angui ll icaud atus

1. 2　试剂　氯化镉( CdCl2·2. 5H2O) ,优质纯, 北京化工厂生产; 铅( Pb ( NO 3 ) 2 ) , 优质

纯,北京化工厂生产;呋喃丹( Faradan) , 美国 FM C公司生产,有效成分为 3%; 非离子洗

涤剂(活力 28洗衣粉) , 沙市日化总厂生产。将上述试剂分别配成含镉( Cd2+ ) , 铅( Pb2+ ) ,

呋喃丹,非离子洗涤剂为 1mg / mL 的试验母液, 士林染料废水直接采自沙市印染厂车间

下水道。

1. 3　试验装置　黄鳝,泥鳅暴露染毒装置为内径 23cm ,高 12. 5cm 的圆形玻璃缸,盛溶

液 5L;鲢, 银鲫,鲫, 草鱼暴露染毒装置为 60×40×30cm 的塑料水簇箱,盛溶液 30L。试验

用水的水质参数: pH7. 0±0. 5, T 21. 0±2. 0, DO 4. 0±2. 0mg/ L , 硬度 4. 6。

1. 4　暴露染毒　将在室内暂养 7 d以上,体质键壮, 活动良好,规格基本一致的试验鱼随

机分组, 每组 8—10尾,进行染毒。染毒期间每天更换溶液一次,以保证试验浓度的基本恒

定。试验浓度的设定以急性毒性试验得出的 LC50值为基础,一般低于LC50值,各自具体的

浓度设置见表 2。

1. 5　制片　连续染毒 8 d后,将鱼转入清水放养 1—2d,然后取出, 擦净,断尾, 蘸取少许

血液混入事先加好的一滴小牛血清,迅速推片使之均匀涂在玻片上,风干, 甲醇固定, 3%

Gimesa 染色, 自来水冲洗,空气中自然晾干。

1. 6　镜检　每尾鱼至少统计 2000个外周血有核红细胞中出现的微核数,计算出微核率。

微核的判断标准: ( 1)位于细胞质中,与主核完全分开; ( 2)染色与主核一致或稍淡; ( 3)大

小为主核的 1/ 10以下,多为圆形或椭圆形边缘清晰的小核。

1. 7　统计分析　计算每组鱼微核率的平均值( X)及标准方差( SD) , 将各试验组微核率的

均数同阴性对照组均数比较,进行 t 检验,确定差异的显著性。
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表 2　五种环境污染物在实验室诱导鱼产生微核的试验结果

T ab. 2　T he indu cing micronuclei ( MN) in fis h expos ed in th e laboratory of 5

kind s of environmental contaminants

环境污染物

Envir onmental

contam inan ts

鱼种

Species

浓度(m g/ L)

Am ount

观察细胞数(个) /鱼数(尾)

No. of observed cell s/

No. of f ish

总的微核数(个)

Total n umber of

MN

微核率(‰)

MN/ 1000 cel ls
(±SD)

镉( Cd2+ )

黄鳝 0. 01 10980( 5) 9 0. 82±0. 81

M . albus 0. 1 10372( 5) 22 2. 11±0. 84*

1. 0 10735( 5) 38 3. 35±1. 15*

10. 0 10370( 5) 45 4. 33±7. 72*

银鲫 0. 01 14644( 7) 9 0. 61±0. 46

C. auratus gibel io 0. 1 14783( 7) 10 0. 69±0. 62

1. 0 16305( 7) 24 1. 33±0. 77*

10. 0 14846( 7) 32 2. 18±0. 61*

鲢 0. 01 15694( 7) 12 0. 77±0. 56

H . mol it rix 0. 1 15482( 7) 16 1. 01±0. 97

1. 0 14292( 7) 21 1. 44±0. 95*

10. 0 12428( 6) 26 2. 11±0. 90*

泥鳅 0. 01 10032( 5) 6 0. 59±0. 52

M . angui lic au datus 0. 1 10068( 5) 6 0. 59±0. 64

1. 0 10196( 5) 12 1. 17±0. 54

10. 0 10148( 5) 18 1. 76±0. 87*

铅( Pb2+ )

黄鳝 0. 5 12882( 6) 15 1. 20±0. 76*

M . albus 1. 0 14042( 7) 29 2. 10±0. 96*

5. 0 13932( 6) 37 2. 66±1. 80*

银鲫 0. 5 14711( 7) 6 0. 43±0. 62

C. auratus gibel io 1. 0 14203( 7) 19 1. 43±0. 65*

5. 0 13932( 6) 37 2. 90±0. 70*

呋喃丹

( Faradan)

黄鳝 0. 05 10321( 5) 6 0. 49±0. 94

M . albus 0. 10 10224( 5) 7 0. 69±0. 96

0. 35 10976( 5) 10 0. 98±1. 10

银鲫 0. 05 15674( 7) 8 0. 51±0. 56

C. auratus gibel io 0. 10 10814( 5) 7 0. 72±1. 14

0. 35 13695( 6) 11 0. 80±1. 04

草鱼 0. 05 10224( 5) 7 0. 69±0. 96

C. idel lus 0. 10 10006( 5) 11 1. 05±1. 20

0. 35 12886( 6) 12 0. 93±1. 01

非离子洗涤剂

( Nonionic

detergent )

黄鳝 0. 5 13222( 6) 13 0. 98±0. 68

M . albus 1. 7 14027( 7) 20 1. 43±1. 10*

3. 9 14413( 7) 32 2. 23±1. 98*

5. 0 11028( 5) 36 3. 26±1. 87*

银鲫 0. 5 12578( 6) 12 0. 93±0. 68

C. auratus gibel io 1. 7 10102( 5) 19 1. 85±1. 06*

3. 9 10032( 5) 18 1. 78±1. 09*

5. 0 16262( 8) 21 2. 26±0. 96*

染料废水

(Dyes tuf f w as te

w ater)

黄鳝 0. 28 21318( 6) 50 2. 38±2. 24*

M . albu s 0. 56 14033( 7) 68 4. 89±2. 23*

1. 12 14699( 7) 85 5. 06±2. 44*

草鱼 0. 28 12090( 6) 7 0. 60±0. 56

C. idel lus 0. 56 13297( 6) 9 0. 62±0. 40

1. 12 13335( 6) 10 0. 74±0. 61

　　* 与对照组比较, P< 0. 05,差异具有显著性。
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2　结果

对试验鱼未经任何染毒测得其外周血有核红细胞微核率(‰)分别为: 黄鳝 0. 43±

0. 11,银鲫 0. 34±0. 12, 鲢 0. 62±0. 33,草鱼 0. 31±0. 22,泥鳅 0. 59±0. 19; 郭永灿等测

定鲢微核的本底值为 0. 71, 陈丽玑瞪测定鲢微核正常值为 0. 07, 黄鳝为 0. 14, 泥鳅为

0. 05,这说明鱼类红细胞微核率正常值差异很大, 即使同种鱼也有个体差异,由于年龄不

同,水体生态环境不同,地理、气候条件以及饲养水平的不同, 其微核出现率会不相同。鱼

类微核率正常值到底为多少,哪些鱼类是检测水体环境污染物的敏感品系或品种,还有待

进一步试验研究。而在实验室受到染毒的鱼其有核红细胞微核率会发生多大的变化,其结

果列于表 2。

从表 2 可知, 暴露在 Cd
2+
溶液中的鱼其外周血有核红细胞微核均有不同程度的增

加。在设置的浓度范围内, 随着 Cd
2+ 浓度的增加,黄鳝红细胞微核率升高,浓度效应关系

非常明显。当 Cd
2+浓度大于 0. 1mg / L 时,此时黄鳝红细胞微核率与对照组比较, 差异有

显著性意义。而对银鲫和鲢, 当 Cd2+ 浓度大于 1. 0mg / L 时, 其红细胞微核率与对照组相

比,才出现明显差异; 对泥鳅只有当 Cd
2+
浓度达到 10. 0mg / L 时, 其红细胞微核率才会出

现异常升高。可见,不同种类的鱼对 Cd
2+诱导效应所需要的浓度大小并不相同,其中黄鳝

所需浓度最低,银鲫和鲢次之,泥鳅最高。因此认为,黄鳝对Cd2+的诱导效应最敏感,银鲫

和鲢次之,泥鳅最不敏感。

铅为一种环境污染物, 欧德有
[ 3]
在研究湘江底泥铅的污染效应时认为:铅能诱导鲫鱼

外周血红细胞微核率明显增加。试验也表明, 当 Pb
2+ 浓度大于 1. 0mg / L 时, 会诱导黄鳝

和银鲫外周血有红细胞微核出现明显增加。而对目前应用较为广泛的高效低残留农药呋

喃丹,在设置的浓度范围内,其诱导黄鳝和银鲫外周血有红细胞微核出现率与对照组相比

均没有明显变化。

洗涤剂为一种日常生活用品,它随生活废水流入江河湖海,对生态环境的影响一致受

到人们的广泛关注。贺维顺
[ 4]
曾对国产十种合成洗衣粉诱变效应进行过研究,结果表明有

8种洗衣粉在不同的剂量水平能诱发蝌蚪( Buf o buf o andrew si )红细胞微核率增高。本次

试验以活力 28洗衣粉(非离子型洗涤剂)为代表, 对黄鳝和银鲫进行室内染毒, 结果表明

红细胞的胞核会产生明显的异常诸如核碎裂、核凹陷、核固缩、核变型等,当配制的浓度大

于 1. 7mg / L 时,黄鳝和银鲫红细胞微核率与各自对照组相比均具有显著性差异。

在对以士林染料为主的染料废水进行的鱼微核试验中还发现, 当配制的浓度为

2. 8%( v/ v)以上时, 黄鳝红细胞微核率明显增加, 而在此浓度范围内,草鱼外周血红细胞

微核率与对照组相比几乎没有明显变化。试验重复多次,结果依然如此。这种现象进一步

说明鱼对诱变物的敏感程度并不一样,但造成这种现象的原因现在尚不清楚。

3　讨论

3. 1　一般认为,微核是由染色体断片演化而成。而化学物质诱发的染色体畸变中,除倒

位、易位等外,几乎都伴有断片的形成。因此,在理论上由诱变物诱发的微核,就其性质而

言,也属于染色体畸变。大量实验证实,某些诱变物诱发的微核率与染色体畸变率间存在
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着明显的相关关系
[ 5]
。与染色体畸变分析相比,微核试验的优点还在: 1. 除能反映化学物

质诱发的染色体损伤外,还能反映纺锤体毒物对细胞分裂损伤的效应; 2. 微核自发发生

率很低,因而阳性结果的参考价值较大; 3. 微核不像染色体那样, 在不同种类动物中数目

和形态都不相同,所以在任何不同的动物身上所得的阳性结果, 都可以进行快速比较; 4.

在染色体畸变分析中, 高剂量时往往会影响细胞的有丝分裂或由于技术质量等问题,使分

裂相细胞过少,而 M T 可计数的细胞多; 5. 方法简单, 无需特殊设备和技术训练, 较少主

观性。观察所需时间少。但微核试验也有局限性,不能检测染色体断裂剂和纺锤体毒物以

外的有害因子; 不产生染色体断片的染色体畸变, 如重复、倒位、易位、染色体不分离等不

能被检测;在反映染色体畸变的质与量方面,微核试验方法提供的信息不及染色体畸变分

析准确和具体。虽如此,微核试验仍是一种检测染色体损伤的良好方法,在筛选化学诱变

物、致癌物上有较高的应用价值。

从 1976年, Buckley
[ 6]用银大马哈鱼( Oncorhynchus kisutch)幼鱼接触水体残留氯, 在

细胞中发现有 Howell-Jolly 小体即微核以来,鱼微核试验用于检测水体中的诱变物具有

独特的潜力, 因为生活在水体的真骨鱼类不仅其红细胞有核, 只要观察红细胞中的微核即

可反映出诱变物活性大小; 而且作为一种生物对人类具有警戒作用。大量的研究表明:暴

露在不同诱变物中的鱼,无论在实验室内和在野外条件下,其相应组织细胞的微核率都会

发生相应的变化。

在我国, 人们采用鱼微核试验方法对大量化学物质的诱变性进行了筛检。郭永灿
[ 7]
采

用腹腔注射的方式, 进行了 Cd
2+ 对鲢外周血细胞微核率影响的研究,并提供如下事实,

Cd
2+ 是一种诱变剂, 它能诱发红细胞微核, 且微核随剂量、致毒时间而递增; Cd

2+能诱发

血细胞进行不正常分裂,从而产生多种多样的微核形式。本文作者采用暴露染毒的方式,

对受试鱼的红细胞微核进行了检测, 结果同样表明,一定浓度的 Cd
2+
能明显诱导黄鳝、银

鲫、鲢等产生微核;欧德有研究了湘江底泥铅对鱼类的毒性影响,结果表明,底泥中铅含量

为 3. 2mg / L 的水环境中鲫鱼致毒一个月后,其外周血有核红细胞的胞核便发生了显著性

的损伤,外周血红细胞的总微核率随着毒物的剂量和致毒时间的增加而增高; 唐明德[ 8]进

行了农药百菌清诱导鳝鱼有核红细胞微核率的研究。结果表明,阴性对照组有核红细胞微

核率为 1. 3‰,而试验组分别达到 17. 5‰, 13. 2‰和 4. 6‰,差异具有高度显著性; 由此表

明利用鱼类外周血有核红细胞所出现的微核作为一项新的生物学指标, 用以检测水体的

污染状况,具有一定的意义。

除此之外,国外学者在这方面也进行更为深入的研究。Schultz等人
[ 9]
甚至将虹鳟暴

露在 4加伦的 X-射线下,结果发现其外周血红细胞微核率明显增加, 同时受辐射的罗非

鱼和林氏荫鱼的鳃细胞和鳍细胞微核也明显增加; 在野外的环境检测中, Hose 等人[ 10]在

遭受 DDT 和 PCBs污染的水域现场采集鱼样分析发现鱼外周血红细胞微核率 6 倍于清

洁水体同种鱼的红细胞微核率。针对鱼微核试验存在灵敏度低和特异性不强的缺点,

Williams和 M etcalfe
[ 11]发展一种虹鳟肝体外培养的微核试验方法, 在肝细胞的体外培养

过程中,再生繁殖的肝细胞受到所暴露的诱变物的作用, 产生的微核会大大地增加,试验

结果相当明确。与此同时, U eda 等人
[ 12]
发明了一种荧光亚啶橙染色的技术,它能区分早

期和成熟红细胞, 只有早期红细胞能被亚啶橙染色, 这为微核的计数和识别提供了很大的
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方便。在啮齿动物的微核试验中,结果的灵敏度和重现性随胞质受阻技术的发展而得到极

大提高。这一技术的特点就是诱导产生的微核出现在具双核的胞质中。Al-Sabti
[ 13]将这一

技术应用到鱼微核试验,对低浓度的 Se6+ 、Hg 2+及甲基汞单一的和联合的遗传毒性效应

进行的研究,在具双核的体外培养的肝细胞中其微核率较之对照组都有明显的增加, 但

Se
6+
的加入能降低 Hg

2+
及甲基汞单独作用所引起的微核率的增加。

3. 2　微核的形成　如前所述,微核是浓缩的染色体断片或在分裂的后期没有包括在主核

中的整条染色体。Heddle
[ 14]和 Schmidt

[ 15]认为微核是通过下列细胞分裂所形成: ( 1)在后

期,带着丝粒染色体向纺锤体两极移动的时候, 无着丝点的染色体和染色体断片落后而形

成微核; ( 2)落后的断片可能包括在子细胞中,但所占的比例比主核小得多,通常为主核的

1/ 5～1/ 20,而鱼的染色体更小,产生的微核只有主核的 1/ 10～1/ 30。微核是除主核之外

的存在于胞质中独立的微小核物质, 它必须经过一次完整的细胞分裂周期才能观察到,微

核出现的频率不仅取决于诱变剂或纺锤体抑制剂活性的强弱,还取决于细胞有丝分裂的

速度。而细胞有丝分裂的速度随鱼的种类、靶组织和环境条件的不同而有很大的变化。因

此,将鱼暴露于遗传毒性物质之后, 如果没有可与之比较的类似的试验程序,要确定观察

微核的最佳的时期是不可能的。可是在细胞培养过程中, 当加入具有使胞质分裂受阻而并

不影响细胞核分裂的细胞松弛素 B 后, 就可以观察到大量的具双核的细胞, 与此同时微

核也容易在具双核的细胞观察到。

鱼微核的形成具有自发性, 但其本底值较啮齿类实验动物低 [ 16]。以鱼作为试验对象

其自发微核出现的频率随使用方法和鱼样本的方式不同而不同。能诱导鱼产生微核的化

学物质并不都是诱变剂,一种被称之为纺锤体毒的物质也能诱导鱼的细胞产生类似微核

的微小体,但并非遗传物质如甲基汞、PCBS 等。大多数诱变物和致癌剂都可引起 DNA 的

损伤或改变 DNA 复制的规律, 然后通过细胞的有丝分裂表现出它的遗传毒性。当然生物

体内也会有各种各样的生物化学途径来修复 DNA 的损伤,不过大多数污染物导致的遗

传毒性效应所需要的浓度大大低于引起总的细胞毒作用的浓度。经过染毒的细胞的微核

必须在第一次细胞分裂期之后的子细胞中才能观察到。一般来说, 机体细胞周期的长短取

决于 DNA 复制和胞核分裂所需要的时间,这在人和用于实验的啮齿类动物其各种组织

细胞周期的长短已经有据可查, 但对于真骨鱼类就没有这方面的数据,部分原因在于鱼是

变温动物,细胞分裂的周期随温度的变化而变化。因此, 在进行鱼体外细胞培养和观察微

核时期的选择应给予特别的注意。

3. 3　应注意的问题　鱼微核试验作现场检测水体遗传毒性物质是一个很有用的手段,前

面已经讨论过微核试验较之中期染色体分析具有明显的优点。可是,微核试验还必须经过

完善才能用于日常的检测手段,鱼类种群之间存在的诸如外来生物的代谢机理、DNA 的

修复和细胞繁殖周期的差异都影响到遗传毒物的敏感性,因此,研究并筛选出对遗传毒物

相对敏感的鱼种, 这项工作非常重要但并不容易,因为不同的鱼其最佳的生理生化温度并

不一致。就红细胞微核试验而言, 鱼类血液的数量从占鱼体重量的 1. 5～7. 3%,淡水鱼比

海水鱼多,性情活泼的鱼比少活动的鱼多, 来自热带水域的鱼比冷水水域的鱼多
[ 17]
。鱼体

内红细胞的数量随种类不同从 1. 0～3. 0×10
6
个/ mL。除此之外, 有关鱼类血细胞生成速

率和红细胞代谢的快慢人们知之更少。所有这些不确定的因素都可能影响到红细胞中微
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核的产生。

种内的因素比如鱼龄、性别、食性、健康状况、繁殖能力以及遗传性状同样影响到微核

试验中微核的产生。因为,在啮齿类动物中雄性和雌性的个体在微核试验中对断裂剂的影

响存在着差异,这是由于体内激素水平的不同所致。所以,鱼体内微核的产生也可能随性

别不同而存在着差异; 鱼龄可能是另一个不确定的因素, 鱼的早期发育阶段对遗传毒物的

反映可能成年个体更敏感, 原因可能是毒物阻塞 DNA 合成的主要通道; 众所周知,食性

也能影响遗传毒物在细胞内的代谢活性,所以在微核试验中各种饵料的影响也应该加以

考虑。凡此种种, 目的在于促进人们对可能影响微核产生的各种因素加以研究。当然,明

确在体内体外试验系统中微核形成的动力学过程无疑更加重要[ 18]。

一旦这些可疑的因素在可控的实验室条件下在体内的试验系统中被调查清楚,就可

利用敏感鱼种将这一系统应用于现场调查,同时这一技术也将得到很大的发展。鱼微核试

验作为一项检测技术在检测水体中的诱变物具有很大的潜力,可是这一技术在作为常规

检测手段之前还有许多工作要做。研究工作的重点应集中在控制种间和种内特定变异的

因素上,使暴露在诱变物中的鱼的微核率具有可比性。
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THE APPLICATION AND STUDIES OF MICRONUCLEUS ASSAYS

WITH FISH TO SCREEN MUTAGEN IN WATER
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( 1. Yangtse River Fisheries R esear ch I nstitute , CA FS , J ing zhou,　434000;

2. Insti tute of Environmental Medicine, Tongj i Medical University, Wuhan　430030)

Abstract: By using micronucleus assay s w ith f ish to screen the genotox icity of five kinds

of env ir onmental pollutants, the r esults show ed that they are useful techniques for

genotox icity test ing, and po tential fo r in situ monitor ing of w ater quality ; In

discussion, the author summarized the var ious techniques used for micronucleus analysis

in fish f rom references and discussed mechanisms for fo rmat ion of m icronuclei in cells.

Key words : M icr onucleus assays; Geno toxicity ; Cy tokinesis-blocked method; F ish;

W ater; Mutagen
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