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应用蚕豆根尖细胞微核监测技术对高层水箱水的致突变性研究

袁振华　刘　　　蒋罗章
杭州市卫生防疫站　杭州　310006

摘要　本项研究应用蚕豆根尖细胞微核试验, 对本市部分单位的高层水箱水的致突变性进行了检测。结果

表明, 被检五个单位中, 东茂宾馆和之江饭店的高层水箱水的微核检出率分别为 34. 8‰和 19. 2‰, 与自来水

对照相比, 具有统计学意义, 揭示上述两处的 2 次供水均有不同程度受到诱变剂的污染。这项研究结果, 为寻

求防止二次供水污染的对策, 减少肿瘤发病, 提供了重要的科学依据。

表 3　小鼠精子畸形试验

组别
剂量

(M GöKG)

动物数

(只)
精子数 畸形精子数

畸形率 (‰)

x ±s

P 值

(与阴性对照比)

氯硝西潘 0. 5 6 6000 1720 286. 7±38. 1 < 0. 01

2 6 6000 1281 213. 5±14. 6 < 0. 01

10 6 6000 1488 248. 0±17. 1 < 0. 01

蒸馏水 6 6000 135 22. 5±15. 1

讨　论

某些经典抗癫痫药物如苯妥英钠、丙戊

酸钠、卡马西平可引起人体微核及染色体畸

变率增加 (3) , 与氯硝西潘化学结构近似的安

定可引起畸胎 (1)。而氯硝西潘作为一种新型

抗癫痫安定型药物由于疗效优良开始广泛应

用于临床, 故了解该药物对人类遗传物质损

伤及诱变性能应有必要, 通过本文中各项试

验结果表明氯硝西潘能诱发增加小鼠骨髓嗜

多染红细胞微核率、增加染色体畸变率和小

鼠精子畸形率, 提示在本文试验条件下该药

物对机体可造成潜在的遗传危害和致突变

性。本文试验了三种不同药物剂量 (0. 2, 2,

10m gökg)进行灌胃, 此灌胃剂量比患者服药

剂量高 10—100 倍, 但灌胃次数仅为 5—7

次, 又比小鼠半数致死量 (LD 50> 15gökg) (4)

低 100 倍左右, 所以选用剂量合理。虽然临床

治疗中使用剂量较低, 不会出现中毒副作用,

但服药疗程长, 据药物在体内代谢过程认识,

药物进入人体很快进入脑灰质并扩散到细胞

组织中, 还可通过胎盘屏障进入胚胎, 胎儿由

于分解药物酶系统不完善、极易使药物和代

谢产物在体内积蓄, 易引起胎儿畸形 (5) , 本试

验只报道氯硝西潘诱发小鼠遗传物质变异情

况, 在临床使用该药物是否能引进胎儿发育

异常和导致某些遗传病变需进一步研究。
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　　近 20 年, 作为遗传毒物报警系统的生物

测试方法发展迅速, 其中植物微核监测系统

——蚕豆根尖微核技术已引起不少研究者的

关注, 目前国内外已广泛应用于环境污染评

价和致癌因子的探讨和研究 (1- 7)。D egrassi
(8)

(1982) 利用蚕豆根尖微核试验, 检测了 ς -

射线、丝裂霉素C 等多种淡水污染诱变剂损

伤的微核效应, 建立了诱变剂的检测系统。从

1983 年开始, 华中师范学院陈光荣等人利用

蚕豆根尖微核技术检测了农药和诱变剂损

伤 (9) , 1984 年进一步研究筛选出了对农药更

为敏感的蚕豆品种——松滋青皮豆 (10) , 并为

环境检测建立了一套较规范的检测方法, 并

已被国家环保局、环境监测总站审定编入了

《生物监测技术规范》一书 (11)。

随着城市高层建筑日益增加及工业的发

展, 饮用高层水箱水的居民人口与日俱增, 因

此二次供水污染问题已广为关注, 为了保护

广大城市居民的健康, 我们采用了目前环境

检测中较规范、灵敏、简易而经济的检测方法

——蚕豆根尖细胞微核试验, 对市区部分单

位的高层水箱水的致突变性进行了检测, 现

将研究结果报告如下。

材料和方法

1. 采集水样

水样采自市区的浙纺大厦、东茂宾馆、宝

善宾馆、之江饭店及市防疫站孝丰宿舍的顶

层水箱水, 每件水样 25 升。

2. 水样制备

参照天津邢邦华的方法 (12)。所有水样均

采用 XAD—8 非极性树脂浓缩法制备。取

XAD—8 树脂用丙酮洗涤数次, 然后用重蒸

水洗净装柱 (5 : 2. 5cm , h: 12cm )。使用前先

通过 100m l 重蒸水。将经双层纱布过滤后的

水样 25L 上柱, 流速调至 100m löm in, 流毕出

水弃去, 用 100m l 丙酮流速为 2m löm in 洗脱

吸附物, 56℃减压浓缩成测试原液, 25m l 相

当于 25L 水样, 备用。用 1m göm l 环磷酰胺作

为阳性对照, 阴性对照为自来水。

3. 测试方法 (13)

3. 1　用水样预处理蚕豆种子

实验用蚕豆种子由华中师大生物系提供

的经筛选的敏感品种——松滋青皮豆, 在

25℃生化培养箱内用自来水浸种 26h- 30h,

催芽 24h- 72h, 待初生根长至 2～ 3cm 时, 用

被测液浸泡根部 4～ 6h 后, 用卡诺氏液进行

固定处理 6h, 5N HC l 软化, 染色, 制片。

3. 2　染色制片

按孚尔根 (Feu lgen) 染色法, 常规压片。

如不能及时制片, 材料可置于 4℃冰箱内保

存。

3. 3　微核观察与计数

在低倍镜下选择根尖分生组织区平铺均

匀的细胞, 直接在高倍镜下观察计数微核。每

件样品镜检三个不同的根尖, 每个根尖镜检

1000 个细胞, 统计微核千分率 (‰)。

3. 4　数据处理

实验结果用微核率的均值与阴性对照进

行比较, 从差异的显著性判断受试物的诱变

性。

结果和讨论

这次研究共检测了五个单位的高层水箱

水, 其微核检出率见下表 1。

　　从表中结果可见, 其中东茂宾馆和之江

饭店高层水箱水的微核检出率分别为 34.

8‰和 19. 02‰, 与自来水对照相比, 经 t 检验

处理, 均具有显著性差异 ( P < 0. 01, P < 0.

05) , 同时阳性对照组 (1m göm l 环磷酰胺) 获

得阳性结果。本次实验研究结果证明, 上述两

处的二次供水均有不同程度受到诱变剂的污

染。

1992 年本站环卫科曾作过市区高层水

箱水的监测, 据报告, 水箱水质浊度、余氯、细

菌总数、大肠菌群四大指标合格率分别为
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89. 1% , 75% , 94. 6% 和 98. 6% , 前二项指标

差异有高度显著性, 细菌总数差异亦有显著

性, 表明了水箱水这一环节存在污染的可能

性 (14)。

表 1　市区部分单位高层水箱水的微核检出率 (‰)

样品编号 样品来源 M CN (‰)总数 x±sx X 与CK 差数

1 浙纺大厦 50. 05 (16. 80, 11. 91, 21. 34) 　16. 68±2. 72 　　8. 16

2 东茂宾馆 104. 41 (40. 59, 37. 92, 25. 90) 3 3 34. 80±4. 52 26. 28

3 宝善宾馆 37. 67 (14. 85, 9. 97, 12. 85) 12. 56±1. 42 4. 04

4 之江饭店 57. 05 (22. 57, 19. 82, 14. 66) 3 19. 02±2. 32 16. 7

5 市防疫站宿舍 10. 16 (4. 17, 2. 00, 3. 99) 3. 37±0. 70 - 5. 15

阴性对照 自来水 (CK) 29. 54 (11. 86, 13. 71, 3. 97) 8. 52±3. 13 0

阳性对照 环磷酰胺 1m göm l 132. 56 (28. 74, 62. 32, 41. 50) 3 3 44. 19±9. 78 35. 47

　　　　与阴性对照比较, 具有显著性差异3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01

　　自来水中的有机污染物据刘世良等

人 (15) ( 1994) 分析报告, 大致有苯酚类、烷

(烯)酸类、苯系物及三氯甲烷等, 其中不少对

人体健康具有较强的危害作用 (16)。

根据蚕豆根尖微核试验结果判断淡水的

污染程度, 可应用陈光荣等 (17) (1986) 提出的

“污染指数”这个概念作出评价, 初步提出: 污

染指数在 0～ 1. 5 区间为基本无污染, 1. 5～ 2

区间为轻度污染, 2～ 3. 5 区间为中度污染,

3. 5 以上为重污染, 按上述判断标准, 本次测

试结果可确认东茂宾馆水箱水为重污染 (污

染指数为 4. 08) , 之江饭店水箱水为中度污

染 (污染指数为 2. 23) , 浙纺大厦为轻度污

染, 余者为基本无污染。

蚕豆根尖微核技术是一种以染色体损伤

及纺缍丝毒性等为测试终点的植物微核监测

方法, 目前多见于环境及水体污染的监测。据

报道本项技术与动物实验方法之间对环境致

突变物引起的染色体畸变等定性反应的相符

率可达 99% 以上, 而且方法简单, 易操作, 灵

敏度高, 特别适用于检测低剂量的弱诱变

剂 (1)。本项技术无疑是环境遗传毒物的快速

筛选方法之一。
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端粒酶活性定量分析的方法学研究

陈铁河1　印木泉2　毕　洁2　陈耀富2　朱炳钗1

1海军医学研究所　上海　200433　2 第二军医大学卫生毒理教研室

摘要　本文报道一种端粒酶活性定量测定方法, 并对反应体系和条件、分离、测定等多种可能影响测定结果

的因素进行了初步探讨。结果表明本方法的批内和批间变异系数分别为 15. 6% 和 16. 4%。放射性计数在 700

～ 7000 的范围内与端粒酶活性呈现良好的线性关系。用本方法测定了部分肿瘤活检组织样品, 其结果与文献

值基本一致。
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STUD IES ON THE M ETHODOLOGY FOR QUANT ITAT IVE

D ETERM INAT ION OF TELOM ERASE ACT IV ITY

Chen T iehe, Y in M uquan,B i J ie, Chen Yaofu, Zhu B ingchai

D ep a rtm en t of H ea lth T ox icology , S econd M ilita ry M ed ica l U n iversity , S hang ha i 200433

Abstract　 In th is paper, an assay of quan t ita t ive determ ina t ion of telom erase act ivity has

been stud ied. A nd som e fa to rs such as react ing system and condit ion s, m ethods of iso la t ion

and fixa t ion, and so on ,w h ich m ay influence the rep roduct ion w ere a lso invest iga ted. R esu lts

show ed tha t the in ter- ba tch and ex tra- ba tch varia t ion s w ere 15. 6% and 16. 4% , respec2
t ively. It revea led w ell linear rela t ion sh ip betw een telom erase act ivity and the va lue w ith in

700～ 7000öm in determ ined by rad ioact ive coun t. T he telom erase act ivity of som e specim en s

of cancer resu lts from the p rocedu res of th is assay w ere acco rdan t w ith litera tu re.

Key words　T elom erase; Q uan t ita t ive assay

　　端粒酶活性的存在对于维持细胞的分裂

增殖起着极其重要的作用。由于功能上的需

要, 生殖细胞含有较为丰富的端粒酶活性, 但

是在受精卵分化发育形成胚胎的过程中端粒

酶基因被逐渐关闭, 所以正常体细胞中测不

到端粒酶活性。可是当体细胞发生恶性转化

后向肿瘤发展的过程中, 端粒酶基因可被再

次激活表达, 因此绝大多数肿瘤组织表现较

高的端粒酶活性。由于端粒酶分布和表达具

有上述特点, 所以目前端粒酶活性检测在临
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