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摘要  采用单细胞凝胶电泳技术( SCGE) , 研究不同浓度重金属Cd2 + 对四膜虫核DNA 的损伤作用。以拖尾率、细胞损伤率和专用单位为
指标 ,探讨DNA 损伤级别与Cd2 + 处理浓度间的相关性。结果表明 , 随着Cd2 + 浓度的升高, 拖尾率、细胞损伤率和专用单位均呈上升趋
势 , 说明重金属Cd2 + 对四膜虫核DNA 损伤具有明显的浓度效应。
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Damage Effects of Heavy Metal Cd2+ on Nuclear DNA in Tetrahy mena ther mophila
XU Zhong- dong et al  ( Department of Biology , Hefei Normal College , Hefei , Anhui 230061)
Abstract  The damage effects of heavy metal Cd2 + with different concentrations on nuclear DNAin Tetrahymena t her mophila were studied by si ngle cell
gel electrophoresis ( SCGE) . With the taili ng rate , the rate of damaged cells and arbitrary units as indexes , the relativity betweenthe DNA damage levels
and Cd2 + treat ment concentration was discussed . The results showed that the tailing rate , the rate of damaged cells and arbitrary units all showed increas-
ing trends with the increasing of Cd2 + concentration , whichindicated that heavy metal Cd2 + had an obvious concentration effect on the damage of nuclear
DNA in T. t her mophila .
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  单细胞凝胶电泳( Single Cell Gel Electrophoresis ,SCGE) 又

称彗星试验( Comet Assay) , 是由 Ostling 等在1984 年提出 , 后

经Singh 等完善的一种快速、敏感、经济的检测单个细胞DNA

损伤的技术, 现已被广泛应用于遗传毒理学、DNA 损伤与修

复的检测、环境污染检测、细胞凋亡机制的研究等领域[ 1] 。

四膜虫是一种真核单细胞原生动物 , 生长迅速, 生活周

期短, 取材容易 , 培养方法简单, 具有个体行为与所处生境

中的污染物质紧密联系的特点。作为毒理学研究的重要试

验生物, 它对环境中有毒物质的毒性反应敏感 , 是环境污染

早期预报的理想指示生物, 已作为标准检测生物被广泛应用

于毒性检测、细胞凋亡和水质检测中[ 2] 。为此, 以四膜虫为

材料, 应用改进单细胞凝胶电泳技术[ 3] , 笔者探讨了重金属

Cd2 + 对四膜虫核 DNA 的损伤作用。

1  材料与方法

1 .1  仪器与主要试剂  Hema16 型离心沉淀机( 珠海黑马医

学仪器有限公司) ;DYY - 6C 型电泳仪( 北京六一仪器厂) ;

DYCP- 31D 型电泳槽( 北京六一仪器厂) ;BX - 41 型荧光显

微镜( OLYMPUS) 。低熔点琼脂糖( LMA ,Promega 公司产品) ,

十二烷基肌氨酸钠( Amresco 公司产品) ,Triton X - 100( Am-

resco 公司产品) , 其他试剂均为分析纯。

1 .2  试验材料  嗜热四膜虫( Tetrahymena t her mophil a) , 由中

国科学院水生生物研究所赠送。

1 .3  四膜虫的培养方法  将四膜虫接种于培养液( 蛋白胨

15 g , 酵母粉5 g , 葡萄糖1 g , 双蒸水 1 000 ml ,pH 值7) 中 ,

30 ℃条件下培养72 h。

1 .4  试验方法 取四膜虫培养液1 ml 分装于5 支1 .5 ml 的

离心管中, 3 200 r/ min 离心20 min , 弃去上清液, 将沉淀重悬

浮为原培养液体积的1/ 10。其中4 支依次加入终浓度为5 、

10 、20 、30 μmol/ L 的 Cd2 + 溶液, 在常温下染毒30 min , 同时设

一阴性对照组。染毒结束后进行彗星试验。在完全磨砂的

载玻片上铺第 1 层150 μl 1 % 正常熔点的琼脂糖( NMA) ,
�
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4 ℃,10 min ; 铺第2 层80 μl 0 .8 % 低熔点琼脂糖( LMA) 和细胞

悬液的混合液,4 ℃,10 min ; 铺第3 层70 μl 0 .5 % 低熔点琼脂

糖,4 ℃ ,10 min。将制备的凝胶放入冷的裂解液( 2 .5 mol/ L

NaCl ,100 mmol/ L Na2EDTA ,10 mmol/ L Tris , 1 % 十二烷基肌氨

酸钠, 1 % Triton X- 100 , 10 % DMSO, pH 值10) 中, 4 ℃下裂

解2 h。然后, 放入蒸馏水中漂洗10 min , 以洗去凝胶表面的

盐分 , 再 放入电 泳槽中。将 新鲜配 置的电 泳缓 冲液( 1

mmol/ L Na2EDTA , 300 mmol/ L NaOH, pH 值13) 倒入电泳槽 ,

约盖过载玻片0 .25 c m, 盖上盖子 ,4 ℃ , 静置20 min , 使双链

DNA 解螺旋。调节电泳液液面高度, 于15 V 、180 mA 下电泳

20 min 。电泳完毕, 取出载玻片浸入0 .4 mol/ L Tris 缓冲液

( pH 值7 .5) , 中和30 min。用EB( 20 mg/ L) 染色15 min , 双蒸水

洗掉表面的染料 , 24 h 内在荧光显微镜下观察。每片计数

50 个细胞 , 记录彗星全长、尾长等参数。

1 .5  结果评定和试验数据的统计分析 根据细胞慧星荧光

尾部与其可见头部的比例 , 将损伤程度分为0 级( 无损伤 ,

< 5 %) ,1 级( 轻度损伤 ,5 % ～20 %) ,2 级( 中度损伤,20 % ～

40 %) ,3 级( 重度损伤,40 % ～95 %) ,4 级( 极其严重损伤 ,

> 95 %) [ 4] 。每张玻片观察50 个细胞, 统计每组细胞的拖尾

率, 并计算细胞损伤率以及专用单位( Arbitrary Units) [ 5] 。专

用单位是一种衡量 DNA 链断裂损伤程度的特有单位, 是把

不同的分级加以换算统计得到的 DNA 损伤总体水平。

专用单位= 0 ×0 级细胞数+ 1 ×1 级细胞数+ 2×2 级细

胞数+ 3×3 级细胞数+ 4 ×4 级细胞数 ( 1)

试验数据通过SPSS13 .0 软件进行 X2 检验和相关性分析。

2  结果与分析

应用SCGE 可获得各试验组四膜虫细胞清晰的彗星图

像, 说明Cd2 + 能够造成四膜虫核 DNA 损伤。由表1 可知, 对

照组中细胞损伤达到3 、4 级的比率为0 ; 损伤为0 级的比率

达到84 .6 % ; 而加 Cd2 + 组中细胞损伤情况随着镉浓度的升

高, 损伤程度逐渐加重 , 损伤严重的细胞比率也随之增加 ,

DNA 损伤专用单位逐渐增加, 即 DNA 损伤的总体水平逐渐

加重, 表现出明显的浓度效应。
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  表1 Cd2 + 对四膜虫核DNA 的损伤情况

Cd2 + 浓度

μmol/ L

细胞损伤分级比率∥%

0 1 2 3 4

拖尾率

%

DNA 损伤

专用单位

  0  84 .6  9 .2  6 .2  0  0  15 .4  21 .6

5 62 .3 22 .6 8 .6 5 .4 1 .1 37 .7 * * 60 .4

10 44 .5 30 .6 14 .4 7 .8 3 .7 56 .5 * * 97 .6

20 23 .3 27 .3 20 .7 14 .5 14 .2 76 .7 * * 169 .0

30 7 .7 30 .7 23 .2 20 .6 17 .8 92 .3 * * 210 .1

 注 : * * 表示与对照组相比 , 差异在0 .01 水平显著。

3  讨论

Cd2 + 能通过降低机体的抗氧化能力使细胞对8- OHdG 的

修复能力下降, 从而影响 DNA 的碱基修饰 ; 同时, Cd2 + 能够

抑制 DNA 聚合酶活性, 减少 DNA 合成。DNA 聚合酶在碱基

配对中的高保真性也因Cd2 + 的存在而下降[ 4] 。大量的试验

表明, Cd2 + 能够造成多种细胞的 DNA 损伤, 进而发挥毒性作

用。Devi 等应用碱性SCGE 检测结果表明, Cd2 + 能够损伤鼠

淋巴细胞 DNA[ 6] 。张迎梅等研究指出, 低浓度 Cd2 + 短期染

毒能引起泥鳅肝胰脏细胞 DNA 损伤[ 7] 。林爱军等研究表

明,Cd2 + 造成小麦叶片 DNA 损伤。该试验结果表明,5 ～30

μmol/ L Cd2 + 能够引起四膜虫核 DNA 的损伤, 并且表现出明

显的浓度效应。这与陈小娟等利用微量热法的研究结果[ 9]

基本一致, 说明四膜虫对 Cd2 + 毒性敏感。彗星试验可用于

DNA 损伤与修复检测。
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