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摘要! 为检测氰戊菊酯对菲律宾蛤仔染毒培育 21 N 后消化腺细胞 5%&的损伤情况!将菲律

宾蛤仔分为 8 组进行不同剂量染毒!采用彗星实验技术进行 5%&损伤分析!并通过 -/:FE

*A/GF411 分析软件对拖尾率"尾长"彗尾 5%&相对含量"尾矩""0;HF矩等 5%&损伤指标进行

统计# 在对各指标分别建立一元回归方程的基础上!又通过 *7**软件进行判定分析!筛选影

响作用更大的检测指标!建立了多参数的多元回归方程# 结果显示!与空白对照组相比!菲律

宾蛤仔各染毒组消化腺细胞 5%&均有不同程度的损伤且各检测指标均有显著性差异!对照

组受损细胞极少!拖尾率仅为 0138J @41:5J!彗尾 5%&相对含量"尾矩和 "0;HF矩都接近

3!31389 1 <41303 3 :I6'染毒实验组各指标值显著增加# 研究表明!各检测指标与染毒浓度

表现出良好的剂量效应关系!随着染毒浓度递增!各检测指标都呈规律性地增长趋势!具有高

度的相关性!多项式回归方程和多元回归方程均有显著性的统计学意义!通过多元回归方程可

以有效地推断氰戊菊酯染毒浓度和染毒时间#

关键词! 菲律宾蛤仔& 氰戊菊酯& 5%&损伤& 彗星实验

中图分类号! $::518& *:49156666666 文献标志码'&

66彗星实验又称单细胞凝胶电泳#<;>I0FAF00IF0

F0FEG/DM/GF<;<"*-9,$"是由细胞核沉淀和光环测试

等检测技术演化而来"最早由 "<E0;>I 等
(4)

于 4:05

年提出"可根据电泳后 5%&的拖尾长度定量检测

真核细胞中 5%&损伤程度* 后经 "0;HF等
(2)

和

*;>IM 等
(/)

不断改进"使*-9,敏感性大大提高"不

仅可以检测到 5%&双链和单链断裂"还能检测到

5%&的碱性不稳定结构
(5)

* 由于 *-9,具有快

速+检测谱宽+灵敏性高等优点"其应用日益广泛*

目前"*-9,主要应用于哺乳动物的血细胞
(1)

"尤

其是淋巴细胞的 5%&损伤研究方面
(8)

"以小鼠为

研究对象的各种组织细胞 5%&损伤有较多涉

及
(9 70)

* 但是"*-9,在水产养殖生物中的研究不

多"现仅有 *-9,检测真鲷血细胞 5%&损伤
(:)

及

扇贝血淋巴细胞 5%&损伤
(43)

等的报道* 氰戊菊

酯#VF>H30FG3EF$作为常用的菊酯类农药"是 23 世纪

93 年代迅速发展起来的新型农药
(44)

"近年来由于

菊酯类农药的广泛应用"近岸海域养殖环境污染日

益严重"海洋污染物对养殖生物遗传物质的基因毒

性越发引起人们的担忧
(42 74/)

* 有关氰戊菊酯等菊

酯类农药的相关研究主要集中在神经毒性和环境

内分泌干扰方面
(45 741)

"国内外关于氰戊菊酯遗传

基因毒性的研究报道较少*

菲律宾蛤仔#A'C%<*#,(#>%-%##%&*$'=$是我国

沿海地区水产养殖重要经济种类之一"在海水养殖

生物中具有良好的代表性"对海洋环境中的有机污

染物具有很强的生物富集作用"是一种重要的指示

生物
(48)

* 氰戊菊酯是否对菲律宾蛤仔消化腺细胞

具有遗传毒性作用而引起 5%&损伤"国内外尚未

见报道* 本实验通过彗星实验研究氰戊菊酯对菲

律宾蛤仔染毒后消化腺细胞 5%&的损伤特征"为

我国沿海重要经济水产养殖品种的污染预警提供

一种新的技术手段"并为氰戊菊酯遗传毒性作用机

制的深入研究和管理决策提供科学依据*
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46材料与方法

$%$&试剂与仪器

氰戊菊酯由上海悦联化工有限公司生产'低

熔点琼脂糖凝胶+绿色荧光 5%&染料+,5C&溶

液# 311 :/06'$+43 B细胞裂解液 # 314 :/06'

CG;<"43J肌氨酸钠"43J CG;E/> W8433 $为美国

-,'' K)"'&K* 公 司 产 品' %3-0+ %3"++

%3

2

+7"

5

+%3+

2

7"

5

等常规药品均为国产分析纯

试剂"购自厦门绿茵试剂玻仪有限公司*

实验用玻片为美国 -F00K;/03O<公司产品"超

净工作台为苏州智净净化设备有限公司的 *T8-!8

45型"电热恒温水浴锅为上海精宏公司的 5P8*28

型"电泳仪为美国 CMFG:/ 公司的 ,-2138:3 型"水

平电泳槽为北京君意公司的 !X8*78,型"荧光显微

镜为德国 'F;A3公司的 521133 K型*

$%'&实验动物

实验用菲律宾蛤仔购自福建省水产研究所大

径中试基地附近的农贸市场"平均壳长#2:188 @

/149$ ::"平均体质量#421/2 @4109$I* 在水泥

池中暂养一周"挑选健康无病+无外伤且规格统一

的菲律宾蛤仔作为实验用贝*

$%+&染毒处理方法

急性毒性实验表明"菲律宾蛤仔的死亡率与

氰戊菊酯的浓度成显著性正相关#:?3134$"具

有明显的浓度/效应和时间/效应关系"氰戊菊

酯对菲律宾蛤仔 25+ 50 和 :8 M 半致死浓度

#'-

13

$分别为 4/19+/11: 和 213: :I6'* 根据

'-

13

值和特伦堡 #C=:OF0$安全浓度计算公式设

定亚急性毒性实验的染毒浓度"将菲律宾蛤仔分

为 8 组进行不同剂量染毒"设置一个空白对照组"

1 个染毒实验组 # 31389 1+ 314/1 3+ 31293 3+

31153 3和 41303 3 :I6'$" 每组 /3 粒菲律宾

蛤仔*

在 4 :

2

的水泥池内用沙滤海水微充气培育"实

验过程中海水溶解氧 #1182 @3140$ :I6'+ D+

#0138 @3130$+水温#401/8 @3128$ Q+盐度#/3133 @

3132$* 为避免氰戊菊酯染毒作用随时间不断降低"

每日更换实验用水"以确保各实验组氰戊菊酯染毒

浓度的稳定* 各实验组在持续染毒 21 N 后随机采集

/粒菲律宾蛤仔"放入冰盒备用*

$%K&细胞悬液制备

剪取各实验组菲律宾蛤仔消化腺组织 312 <

311 I 至 411 :'灭菌离心管内"各实验组设置 /

组平行"加入 5 Q预冷的 3134 :/06'7K*缓冲液

#含 3132 :/06',5C&$4 :'"冰浴捣碎组织悬浮

细胞"悬浮液静置 1 :;> 后转入新的离心管"/ 333

G6:;> 离心 2 :;> 后弃上清液"用 5 Q预冷的 3134

:/06'7K*缓冲液重悬细胞"调节细胞浓度为

4 B43

1

个6:'"镜检观察细胞活性后备用*

$%T&彗星实验方法

按照 -F00K;/03O<公司的彗星分析试剂盒实

验步骤进行单细胞凝胶电泳分析
(49)

*

制片66将彗星分析试剂盒的低熔点琼脂糖

凝胶在 :3 <:1 Q水浴锅内加热溶解 23 :;>"再转

入 /9 Q水浴锅冷却 23 :;> 备用* 细胞悬液与低

熔点琼脂糖凝胶按 4D43 的比例混合"迅速吸取

91

!

'混合液均匀涂抹于彗星分析玻片上"将玻

片置于 5 Q冰箱避光固化 41 :;>*

裂解和解旋66将玻片放入预冷的细胞裂解

液#211 :/06'%3-0"314 :/06',5C&"3134 :/06'

CG;<"4J肌氨酸钠"4J CG;E/> W8433"D+4313$中"

置于 5 Q冰箱避光裂解 /3 <83 :;>* 裂解完毕后

用蒸馏水小心地冲洗玻片"将清洗后的玻片放入预

冷的碱性液#31/ :/06'%3"+"4 ::/6',5C&"

D+>4/$中"置于 5 Q冰箱避光解旋 /3 :;>*

电泳和染色66将玻片小心地移入水平电泳

槽"倒入预冷的碱性电泳缓冲液 # 31/ :/06'

%3"+"4 ::/06',5C&"D+>4/$"在电压4 .+电

流 /33 :&的条件下电泳 41 </3 :;>* 电泳结束后

轻轻移出玻片"用预冷的蒸馏水浸泡 2 :;>"重复两

次洗去多余碱"再用 93J酒精浸泡固化 1 :;>* 将

玻片取出完全控干"每个处理滴加 433

!

'的绿色

荧光 5%&染料"室温避光染色 41 :;>*

$%G&图像分析和数据处理

通过荧光显微镜观察玻片"并进行显微摄影"

每个处理采集 83 个细胞进行拍照和数据分析"各

实验组 / 个平行共统计 403 个细胞* 图像用彗星

分析软件 -/:FE*A/GF411 进行分析"采用拖尾

率+彗星尾长+彗尾 5%&相对含量+尾矩和 "0;HF

矩等参数评价菲律宾蛤仔 5%&的损伤程度* 其

中拖尾率 A拖尾细胞数6观察细胞数 B433J+彗

尾 5%&相对含量 A尾部 5%&含量6细胞总 5%&

含量 B433J+尾矩 A尾长 B彗尾 5%&相对含量 B

433J+"0;HF矩 A头尾部中心间距 B彗尾 5%&相

对含量 B433J* 应用,?AF0软件及*7**4813 软

898
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件对所获得的数据进行单因素方差分析"检验显

著性并计算出回归方程*

26结果

'%$&氰戊菊酯染毒对菲律宾蛤仔消化腺细胞

()*的影响

荧光显微镜镜检发现"空白对照组的消化腺

细胞 5%&结构紧密"染色后呈圆形荧光团"无拖

尾现象'各染毒实验组损伤细胞 5%&的断裂碎

片在电场中离开核 5%&向阳极迁移"染色后形

成彗星状拖尾* 随着染毒浓度的增加"细胞核

5%&损伤越严重"断裂的碎片或碱变性片段就越

多"彗星尾长相应增加"尾部荧光强度也相应增强

#图 4$* 不同染毒实验组的拖尾率+彗星尾长+彗

尾 5%&相对含量+尾矩和 "0;HF矩与空白对照组

之间的差异极显著#:?3134$ #表 4$* 对照组受

损细胞极少"拖尾率仅为 0138J @41:5J"彗尾

5%&相对含量+尾矩和 "0;HF矩都接近 3"细胞没

有发生 5%&断裂形成彗星图像' 31389 1 <

31293 3 :I6'氰戊菊酯染毒 21 N 后各指标值相

应增加* 此外"当染毒剂量为 31153 3 :I6'时"

各指标值迅速增加"表明氰戊菊酯对菲律宾蛤仔

消化腺细胞的毒性作用可能存在较为敏感的阈值

范围*

图 $&氰戊菊酯不同染毒浓度对菲律宾蛤仔消化腺细胞 ()*损伤的彗星图像

31空白对照组' O1染毒浓度 31389 1 :I6'组' A1染毒浓度 314/1 3 :I6'组' N1染毒浓度 31293 3 :I6'组' F1染毒浓度 31153 3

:I6'组' V1染毒浓度 41303 3 :I6'组

@3;%$&"<8C.085,44,: 30,;84.9()*2,0,;83723;8453D8;1,724C8114.9

?/&2(9(&&()-'*18JB.4825. 23998/875C.7C875/,53.74.9987D,18/,58

31A/>EG/0IG/=D' O131389 1 :I6'F?D/<=GFA/>AF>EG3E;/>' A1314/1 3 :I6'F?D/<=GFA/>AF>EG3E;/>' N131293 3 :I6'F?D/<=GF

A/>AF>EG3E;/>' F131153 3 :I6'F?D/<=GFA/>AF>EG3E;/>' V141303 3 :I6'F?D/<=GFA/>AF>EG3E;/>

表 $&氰戊菊酯不同染毒浓度对菲律宾蛤仔消化腺细胞 ()*损伤的彗星实验指标数据

",-%$&"<8B,/,0858/4.9()*2,0,;83723;8453D8;1,724C8114.9?/&2(9(&&()-'*1

8JB.4825. 23998/875C.7C875/,53.74.9987D,18/,58E35<C.085,44,: 085<.2

染毒浓度6#:I6'$

F?D/<=GFA/>AF>EG3E;/>

拖尾率6J

E3;0G3EF

彗星尾长6

!

:

E3;00F>IEM

彗尾 5%&相对含量6J

DFGAF>E3IF/VE3;05%&

尾矩6#J0

!

:$

E3;0:/:F>E

"0;HF矩6#J0

!

:$

/0;HF:/:F>E

3 0138 @41:5 11/8 @3104 ?31334 ?31334 ?31334

31389 1 41120

@21/:

"

91:2

@4145

"

314/

@3135

"

3134/

@3134

"

31344

@31335

"

314/1 3 4:1/:

@/1/9

"

912/

@4129

"

31/9

@3142

"

3132:

@3134

"

31324

@3134

"

31293 3 59122

@51:8

"

251/9

@/154

"

:11/

@415:

"

2159

@318/

"

4192

@3150

"

31153 3 15149

@8119

"

28109

@/19/

"

2/148

@2114

"

8151

@4145

"

113/

@4148

"

41303 3 9/138

@0124

"

/5142

@114:

"

/:122

@/192

"

4/19:

@2184

"

441/5

@2142

"

注!

"

表示与空白对照组相比#:?3134$

%/EF<!

"

GFDGF<F>EFN EM3EF3AM F?D/<FN IG/=D A/:D3G;>I E/ A/>EG/0IG/=D#:?3134$

998
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'%'&菲律宾蛤仔消化腺细胞 ()*损伤各项实

验指标与氰戊菊酯染毒浓度的回归分析

各实验指标数据随着染毒浓度的变化不断增

加"呈现一定的剂量效应关系"各实验指标与染毒

浓度之间存在较好的相关性#表 4$* 经彗星分析

软件 -/:FE*A/GF411 计算得到的各项实验指标

与氰戊菊酯染毒浓度进行线性+多项式和指数拟

合回归分析后"其多项式回归分析拟合度 #A

2

>

31:2$最高#表 2$* 氰戊菊酯染毒浓度与彗星尾

长+"0;HF矩+彗尾 5%&相对含量和拖尾率等参数

的多元回归方程为 OA30330 81 =30380 /N

4

=

30341 5N

2

73032/ 9N

/

730333 11N

5

#:?3032$"

其中 O表示氰戊菊酯染毒浓度"N

4

表示 "0;HF矩"

N

2

表示拖尾率"N

/

表示彗星尾长"N

5

表示彗尾

5%&相对含量"回归方程具有统计学意义*

表 '&氰戊菊酯不同染毒浓度对菲律宾蛤仔消化腺细胞 ()*损伤各实验指标的回归方程

",-%'&"<8/8;/8443.78L6,53.7.98,C<B,/,0858/4.9()*2,0,;83723;8453D8;1,724C8114.9

?/&2(9(&&()-'*18JB.4825. 23998/875C.7C875/,53.74.9987D,18/,58

实验指标

D3G3:FEFG<

回归方程

GFIGF<<;/> FL=3E;/>

相关系数

A/GGF03E;/> A/FVV;A;F>E

:值

:8H30=F

拖尾率 E3;0G3EF

"A433094@

/

72230:1@

2

=405@=1139: :

31:/5 3 ?3134

彗星尾长 E3;00F>IEM

"A2/0:1@

/

7930:::@

2

=990448@=/1/0: 4

31:32 0 ?3131

彗尾 5%&含量 DFGAF>E3IF/VE3;05%&

"A7900500@

/

=4420/5@

2

=90453 /@731890 9

31:00 / ?3134

尾矩 E3;0:/:F>E

"A740015/@

/

=/3000@

2

=40233 8@73149/ 8

31::5 5 ?3134

"0;HF矩 /0;HF:/:F>E

"A74102:@

/

=280102@

2

7302:/ 9@7313:4 0

31::/ / ?3134

注!"为各实验指标"@为氰戊菊酯染毒浓度

%/EF<!";<EMF5%&N3:3IFD3G3:FEFG'@;<EMFF?D/<=GFA/>AF>EG3E;/> /VVF>H30FG3EF

/6讨论

氰戊菊酯等菊酯类农药在遗传物质毒性作用

机制方面的研究还不多"有研究表明"菊酯类农药

在各种动物实验中可导致血细胞+骨髓细胞+肝肠

等组织细胞遗传毒性作用"产生 5%&双链+单链断

裂和姐妹染色单体交换等现象
(40 723)

"推测菊酯类

农药造成 5%&损伤的主要途径是通过自由基活

化"与 5%&的无嘌呤位点结合形成碱性不稳定位

点"最终 5%&链在碱性条件下发生断裂
(24)

* 由于

人类农业生产活动的广泛开展"其长期持续用药导

致近岸海域生态环境低浓度长时间污染"造成浅海

及滩涂养殖生物如鱼+虾+贝等长期暴露* 因此"为

了全面评价氰戊菊酯在近岸海域生态环境中对水

生生物的影响"本研究在氰戊菊酯对菲律宾蛤仔急

性毒性实验的基础上"最终确定 25+50 和 :8 M 半致

死浓度#'-

13

$"并通过 '-

13

值和特伦堡#C=:OF0$

安全浓度计算公式筛选出 31389 1 <41303 3 :I6'

等 1 个浓度梯度的长时间暴露染毒实验条件"最终

的实验结果验证了筛选出的染毒浓度在彗星实验

检测阈值范围内
(22)

*

本实验选用拖尾率+彗星尾长+彗尾5%&相对

含量+尾矩和 "0;HF矩等国内外各彗星图像分析软

件使用的标准指标
(2/)

"应用 -/:FE*A/GF411 彗星

图像分析软件对各指标进行精确的测定分析* 研

究发现"随着染毒浓度的增加"消化腺细胞 5%&超

螺旋结构越松散"断裂点越多"5%&碎片越小"向

阳极迁移的彗星尾部 5%&片段越多"检测指标都

呈渐进的规律性趋势"表现出良好的剂量效应关

系"说明上述检测指标能够客观地反映 5%&损伤

程度"具有良好的代表性* 这与文献报道的研究结

果一致!在一定的阈值范围内"彗星尾长+彗尾

5%&相对含量+尾矩和 "0;HF矩等指标的分析结果

比较可信
(25)

* 实验表明"各染毒实验组与空白对照

组相比各检测指标都表现出显著性差异#:?3134$"

但是"氰戊菊酯染毒浓度在较低水平 31389 1 <

314/1 3 :I6'时"两个实验组之间的彗星尾长+尾矩

和"0;HF矩等指标差异不显著#:>3131$"而当氰戊

菊酯染毒浓度在较高水平 31293 3 :I6'以上时"菲

律宾蛤仔消化腺细胞5%&损伤显著增加"各实验组

之间的检测指标都表现出显著差异#:?3134$"这一

实验现象表明菲律宾蛤仔消化腺细胞对氰戊菊酯毒

性存在高速反应的阈值范围*

各检测指标的回归分析和相关系数表明"各检

测指标与染毒浓度之间存在高度的相关性"且各指

标的相关系数均有统计学意义#:?3131$* 几何

参数彗星尾长是较为直接的可靠指标"而尾矩和

"0;HF矩则更能全面地反映染毒浓度对消化腺细胞

5%&的损伤程度* 在染毒浓度与彗星尾长+尾矩+

"0;HF矩+彗尾 5%&相对含量和拖尾率等参数的多
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元回归分析过程中发现"染毒浓度对尾矩和 "0;HF

矩的影响作用类似"但 "0;HF矩的回归方程显著性

更高#:?3132$"尾矩表现为排除的变量* 多元回

归方程表明"对菲律宾蛤仔消化腺组织产生影响最

显著的因素是 "0;HF矩和彗星尾长* 本实验在对

各指标分别建立一元回归方程的基础上"通过

*7**软件进行聚类和判定分析"筛选影响因子更

大的检测指标"建立了多参数的多元回归方程"进

行全面的 5%&损伤变化规律研究*

菊酯类农药常常含有一些毒性代谢物的前体

物"缓慢的生物降解率和亲脂性特征使其在生态

环境中持续存在"最终对生态环境造成普遍而长

期的污染
(21)

* 在评估菊酯类农药等污染物的排

放+泄漏等因素对近岸海域生态产生长期+持续的

影响过程中"应用本研究提供的消化腺 5%&变

化与染毒浓度之间呈多项式关系的回归方程"就

可以有效地推断染毒浓度和染毒时间"为水生生

物的遗传毒性效应和毒性作用机制提供一种客

观+有效+精确的评估方法和参考依据*

5%&损伤可以导致各种类型的突变"包括潜在

长期的致癌效应和致畸效应等
(28)

"本实验以菲律宾

蛤仔消化腺细胞为研究对象"采用标准的彗星实验

分析方法对氰戊菊酯的遗传毒性进行检测"证明氰

戊菊酯对沿海地区水产养殖生物的致突变+致癌+致

畸等危害作用应该引起人们的足够重视"这种长期

的潜在危害会严重影响近岸海域水生生物的种质资

源"造成种质衰退+种群数量减少等问题* 实验发

现"单细胞凝胶电泳彗星实验可以在细胞分子水平

直接反映出生态环境污染对水生生物的影响"通过

对5%&损伤的评估"这一技术手段有望成为监测近

海菊酯类农药等污染物对水生生物基因毒性的新方

法"在该研究领域具有广阔的应用前景*
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