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三氯杀螨醇对中华蟾蜍成体外周血红细胞的影响
Ξ

梁　刚,赵彩红
(陕西师范大学 生命科学学院,陕西 西安 710062)

　　[摘　要 ]　用 5种不同剂量的三氯杀螨醇 (dicofo l,DCF)分别对 48只中华蟾蜍 (B uf o g arg ariz ans)成体进行

体腔注射法染毒 1～ 4次,观察并统计中华蟾蜍成体外周血红细胞产生微核、核异常及细胞异常的细胞数。结果表

明,注射DCF 后所有剂量组均能引起中华蟾蜍红细胞微核细胞率显著升高; 除 5, 10 m gökg 剂量组在第 1次注射

后较对照组低外,其他注射剂量和次数均引起核异常细胞率升高, DCF 对细胞膜与细胞质的影响小于其对细胞核

的影响,在 4次注射中以第 2次注射后对红细胞的毒性效应最大。说明DCF 是一种强诱变剂,对中华蟾蜍成体外周

血红细胞具有较强的遗传毒性。
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　　随着农牧业生产的发展,各种农药大量无节制

使用,造成了严重的环境污染和食品安全等问题,已

经引起社会各界的广泛关注。因此,对农牧业生态系

统中农药残留的生物监测已成为目前十分迫切的研

究课题之一。为研究农药对环境的污染程度以及对

动物的遗传毒性效应, 一些学者以赤子爱胜蚓

(E isem ia f oetid a)、中国对虾 (P enaeus ch inensis)、多

种淡水鱼类和无尾两栖动物的蝌蚪等作为研究对

象,以红细胞微核、血细胞数、血红蛋白量、动物病理

变化及行为变化等作为评价指标对该问题进行了探

讨。贺维顺等[1 ]认为,以红细胞微核率的变化作为指

标,用无尾两栖类蝌蚪监测水体污染物的遗传毒性,

其灵敏度要比鱼类高得多。但潘晓赋等[2 ]认为,蝌蚪

的种类鉴定困难,且不同种类蝌蚪敏感性有差异,以

蝌蚪作为生物指示器在实际应用中有一定局限性,

并建议今后的研究应注重了解污染物单因子的影响

规律,建立相应的模型。此外,已有的研究工作主要

是以土壤穴居动物或水生动物为对象进行的。

中华蟾蜍 (B uf o g a rg a riz ans)分布于我国 29个

省、区、市,是我国农牧业区常见的无尾两栖动物,由

于种群数量大,分布范围广[3 ] ,因此生产中使用的各

种农药可能首先会对其造成危害。三氯杀螨醇 (d i2
cofo l,DCF)是现代农牧业生产中普遍使用的一种有

机氯杀虫剂,在美国、中国等国家被大量无控制的注

册使用,由于其具有脂溶、在环境中难降解、生物富

集及环境雌激素效应等特性,已经给野生动物和人

类造成了很大的危害[4 ]。因此,本文选用中华蟾蜍成

体作为实验对象, 观察DCF 对其外周血红细胞微

核、核异常及细胞异常等指标的影响, 旨在研究

DCF 对中华蟾蜍成体的遗传毒性效应,探寻对农牧

业生态系统中农药较为敏感的指示动物,并从遗传

学角度评价DCF 对野生动物和人类健康所造成的

潜在危害, 以为安全及合理使用DCF 提供理论依

据。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　中华蟾蜍成体购自西安市长安区斗门实验动物

养殖场,在实验室饲养 2 d 后,取 48 只健康活跃的

个体作为受试动物,体重 81. 0～ 134. 8 g,体长 63～

76 mm ; DCF 为江苏省扬农化工集团有限公司生产

的 20%乳油, 生产批号为 HN P321672B 0050, 属低

毒杀虫剂。

1. 2　方　法

将中华蟾蜍随机分为 6 组, 每组 8 只, 雌雄不

拘,采用体腔注射法染毒。第 1组为对照组,注射蒸

馏水; 第 2～ 6 组为染毒组, DCF 用蒸馏水稀释, 染

毒剂量分别为 2, 5, 10, 20, 40 m gökg, 每隔 24 h 注

射一次,共注射 4次。各组蟾蜍在每次注射 20 h 后,

随机取 2只毁髓处死、心室采血、制备血涂片。涂片
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晾干后,甲醇固定 2～ 3 m in,用 pH 6. 8磷酸盐缓冲

液稀释的 Giesm a 染色液染色 30 m in, 磷酸盐缓冲

液分色、中性树胶封片。N ikon 显微镜观察、统计,

M o ticBA 300显微镜拍照。

每张血涂片随机观察红细胞 2 000 个以上, 统

计产生微核、核异常、细胞异常的细胞数。微核是位

于细胞质中、大小在主核 1ö3以下、嗜色性与主核基

本相同的小核[5 ] ,由于微核属于核异常的一种常见

现象[2 ] , 是评价致突变污染物的一种客观实用指

标[6 ] ,因此将其单独统计; 核异常只统计双核、无核、

核内空泡、核质外突、核质内凹、核变形、核周间隙扩

张、核固缩、核碎裂、无丝分裂和不均等分裂等;细胞

异常是指红细胞膜和细胞质的形态异常,包括细胞

变形、破裂、萎缩、伸出伪足、胞质空泡等。观察结果

以千分率 (‰)表示:微核细胞率ö‰= 有微核的细胞

总数ö观察细胞总数×1 000‰; 核异常细胞率ö‰=

有核异常的细胞总数ö观察细胞总数×1 000‰; 总

核异常细胞率= 微核细胞率+ 核异常细胞率; 细胞

异常率ö‰= 异常细胞数ö观察细胞总数×1 000‰。

2　结果与分析

2. 1　DCF 对中华蟾蜍外周血红细胞的影响

2. 1. 1　对微核细胞率的影响　从表 1可以看出,与

对照组相比,DCF 在诱导中华蟾蜍微核 (图版 1～ 4)

细胞率变化方面, 2, 5, 40 m gökg 剂量组随着注射次

数的增加,微核细胞率逐渐升高; 10, 20 m gökg 剂量

组随注射次数的增加,微核细胞率先升高后下降,其

中 10 m gökg 剂量组在第 2次注射后微核细胞率在

所有剂量组中达最大值, 为 48. 50‰。总之, 注射

DCF 后所有剂量组均能引起中华蟾蜍红细胞微核

细胞率升高。

2. 1. 2　对核异常细胞率的影响　由表 1可知,DCF

在引起核异常 (图版 4～ 11)细胞率变化方面,除 5,

10 m gökg 剂量组在第 1次注射后较对照组低外,其

他注射剂量组各次注射后均引起核异常细胞率升

高, 其中以 40 m gökg 剂量组在注射第 2 次后核异

常细胞率达最大值,为 125. 57‰。但总体来看,核异

常细胞率与注射剂量及注射次数之间似乎没有明显

的剂量2效应关系和时间2效应关系。在此需要说明
的是,本试验还观察到,中华蟾蜍有些红细胞在胞质

与胞核之间出现了较宽的间隙——核周间隙扩张

(图版 10) ,此现象在一些肿瘤细胞[7 ]和农药重污染

地区壮伟环毛蚓 (P heretim a robusa )的肠黏膜上皮

细胞[8 ]中也可以见到,是否可以作为核异常或细胞

异常的一种现象,迄今未见文献报道。核周间隙为细

胞质与细胞核之间物质交换的重要通道,该间隙宽

度增大可能会影响核内外物质的交换,进而使细胞

产生异常现象。

2. 1. 3　对细胞异常率的影响　由表 1可以看出,在

细胞异常 (图版 12～ 15)率方面,随着注射剂量和注

射次数的不同存在较大差异,其中 5, 10, 20 m gökg

剂量组随注射次数的增加细胞异常率先升高后降

低。在所有剂量组中,以 2 m gökg 剂量组在注射第

1, 2, 4 次后引起的细胞异常率最高 (其中第 2 次注

射后达最大值,为 48. 53‰)。因此,与其他剂量组相

比, 2 m g ökg 剂量组最易诱导红细胞异常率的升

高。

2. 2　中华蟾蜍外周血红细胞DCF 处理组与对照组

之间的 t检验结果

2. 2. 1　不同剂量处理组与对照组　由表 2可知,除

5 m g ökg 剂量组外,其他剂量组均引起微核细胞率

上升到与对照组差异显著 (P < 0. 05)水平; 核异常

细胞率在剂量为 2, 20 m gökg 时上升到与对照组差

异显著水平,其他剂量未达到差异显著水平;总核异

常细胞率在剂量为 2, 10 m gökg 时上升到与对照组

差异显著水平, 20 m gökg 剂量达到差异极显著

(P < 0. 01)水平; 所有剂量组细胞异常率均未上升

到与对照组差异显著水平,说明DCF 对中华蟾蜍外

周血红细胞膜与细胞质的影响较细胞核的小。从表

2 还可以看出, 5 m gökg 剂量组未引起中华蟾蜍红

细胞的各种异常变化上升到与对照组差异显著水

平,说明 5 m gökg 剂量可能对中华蟾蜍红细胞的遗

传毒性较其他剂量的小。

2. 2. 2　不同注射次数处理组与对照组　由表 3 可

知,注射 1～ 4 次DCF 均引起中华蟾蜍微核细胞率

和总核异常细胞率上升到与对照组差异显著水平,

核异常细胞率只在注射第 2, 3次后上升到与对照组

差异显著水平,细胞异常率在注射第 1, 2 次后上升

到与对照组差异显著水平,说明注射DCF 对中华蟾

蜍外周血红细胞微核及总核异常的诱导大于对核异

常及细胞异常的诱导。从表 3还可以看出,注射 2次

均引起中华蟾蜍红细胞的各种异常变化上升到与对

照组差异显著水平,说明在 4 次注射DCF 中,以第

2 次注射对红细胞的毒性效应最大,出现此种现象

的原因尚不十分清楚, 可能是注射次数增多会使

DCF 在体内积累,达到一定量时就会抑制甚至终止

细胞的正常活动,从而使红细胞的各种异常现象有

所下降。
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图版　三氯杀螨醇对中华蟾蜍外周血红细胞的影响

1. 双微核,×700; 2. 单微核,×1 100; 3. 三微核及细胞变形,×900; 4. 核变形及微核,×1 000; 5. 双核,×1 100; 6. 核质突出,×1 100; 7. 核

质内凹,×1 100; 8. 核内空泡,×1 000; 9. 核碎裂,×1 100; 10. 核周间隙扩张,×1 000; 11. 不等缢裂及微核,×750; 12. 细胞质空泡,×700;

13. 无核细胞伸出伪足,×1 000; 14. 细胞破裂,×1 000; 15. 细胞变形,×1 100

P late　Effects of dicofo l on peripheral b lood eryth rocytes of toads,B uf o g arg ariz ans

1. Doub le m icronuclei,×700; 2. Single m icronucleus,×1 100; 3. T rinalm icronuclei and cell abno rm ality,×900; 4. N uclear transm utation

and m icronucleus,×1 000; 5. B inuclei,×1 100; 6. N ucleus tuber,×1 100; 7. N o tched nucleus,×1 100; 8. V acuo le in nucleus,×1 000;

9. C racked nuclei,×1 100; 10. Expanded nuclear su rrounding lacuna,×1 000; 11. U nequal division and m icronucleus,×750; 12. Cyto2

p lasm vacuo le,×700; 13. Cells w ithou t nucleus sp read p seudopod,×1 000; 14. Cell rup tu re,×1 000; 15. Cell transm utation,×1 100
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表 1　DCF 对中华蟾蜍外周血红细胞的影响

T able 1　Effects of dicofo l on peripheral b lood eryth rocytes of toads,B uf o g arg ariz ans

组别
Group s

DCF 剂量ö
(m g·kg- 1)

Do sage

注射次数
In jection

tim es

微核
细胞率ö‰

M icronucleus
cell frequencies

核异常
细胞率ö‰
N uclear

abno rm ality cell
frequencies

总核异常
细胞率ö‰

A ll nuclear
abno rm ality

cell frequencies

细胞异常率ö‰
Cell

abno rm ality
frequencies

1 0 5. 27 11. 36 16. 63 5. 87

2 2 1 9. 23 21. 68 30. 91 13. 27

2 14. 82 41. 61 56. 43 48. 53

3 11. 10 30. 00 41. 10 3. 51

4 22. 76 44. 92 67. 68 19. 73

3 5 1 9. 75 9. 13 18. 88 4. 01

2 10. 13 55. 78 65. 91 16. 21

3 11. 50 15. 61 27. 11 23. 13

4 33. 97 22. 21 56. 18 0. 00

4 10 1 22. 30 9. 44 31. 74 3. 32

2 48. 50 56. 20 104. 70 25. 11

3 21. 98 39. 32 61. 30 8. 07

4 26. 03 82. 53 108. 56 1. 13

5 20 1 14. 89 76. 63 91. 52 11. 10

2 36. 23 53. 50 89. 73 41. 33

3 42. 23 34. 76 76. 99 16. 35

4 19. 41 49. 85 69. 26 14. 03

6 40 1 22. 66 29. 74 52. 40 11. 86

2 31. 83 125. 57 157. 40 15. 50

3 39. 67 45. 35 85. 02 38. 46

　　注:对照组为 4次注射的平均值 (n= 4) ; 40 m gökg剂量组在第 4次注射后动物死亡。

N o te: T he con tro l group is the average co st of 4 tim es in succession (n= 4) ; the toad of the do sage w ith 40 m gökg is died after the fourth

in jection.

表 2　中华蟾蜍外周血红细胞不同剂量处理组与对照组间的 t检验结果

T able 2　R esu lts of t test w ith differen t do sages in the treated and con tro lled group s of

peripheral b lood eryth rocytes of toads,B uf o g arg ariz ans

注射剂量ö(m g·kg- 1)
In jection
do sage

微核细胞率
M icronucleus cell

frequencies

核异常细胞率
N uclear abno rm ality

cell frequencies

总核异常细胞率
A ll nuclear abno rm ality

cell frequencies

细胞异常率
Cell abno rm ality

frequencies

2 3. 943 5. 193 4. 793 1. 54

5 1. 76 1. 31 2. 24 1. 55

10 4. 033 2. 62 3. 523 0. 75

20 3. 323 3. 833 7. 073 3 2. 35

40 5. 613 1. 91 2. 68 2. 52

　　注: 3 P < 0. 05; 3 3 P < 0. 01. 表 3同。

N o te: 3 P < 0. 05; 3 3 P < 0. 01. T ab le 3 is the sam e as T ab le 2.

表 3　中华蟾蜍外周血红细胞不同注射次数处理组与对照组间的 t检验结果

T able 3　R esu lts of t test w ith differen t in ject ion tim es in the treated and con tro lled group s of

peripheral b lood eryth rocytes of toads,B uf o g arg ariz ans

注射次数
In jection

tim es

微核细胞率
M icronucleus cell

frequencies

核异常细胞率
N uclear abno rm ality

cell frequencies

总核异常细胞率
A ll nuclear

abno rm ality cell
frequencies

细胞异常率
Cell abno rm ality

frequencies

1 4. 043 1. 95 2. 823 3. 683

2 3. 733 3. 843 4. 713 3. 203

3 2. 883 3. 483 3. 403 1. 04

4 5. 273 2. 73 4. 413 1. 18
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3　讨　论

3. 1　DCF 对中华蟾蜍成体外周血红细胞的遗传毒性

微核是由染色单体或染色体的无着丝点断片或

因纺锤体损伤而失去的整个染色体,在分裂后期仍

留在细胞质中,或因核膜受损后核物质向外突出并

延伸,形成一个或几个嗜染性与细胞核相似但较主

核小的小体。所有进行分裂的细胞,在染色体断裂剂

的作用下均能产生微核[9 ]。微核测定法 (m icronucle2
u s test)是 20 世纪 70 年代建立起来的细胞遗传毒

理学方法,由于该法具有简便、快速、可靠、便于推广

应用等优点,现已广泛应用于不同环境中污染物对

遗传物质损害程度和毒理效应的生物检测[5, 10 ]。

楼允东等[10 ]用强烈诱变剂和致癌剂亚硝基胍

处理泥鳅 (M isg u rnus ang u illicaud a tus)后, 诱发的

泥鳅外周血微核细胞率是对照组的 1. 39～ 10. 97

倍; 耿德贵等[11 ]在除草剂对中华蟾蜍蝌蚪红细胞微

核的诱发实验中,精克草星、苯磺隆、使它隆和乙草

胺诱发的微核细胞率分别为对照组的 0. 51～ 2. 04,

0. 86～ 2. 11, 0. 98～ 3. 60和 0. 85～ 1. 84倍。本研究

结果表明,在对中华蟾蜍成体无致死的条件下,DCF

均能引起其外周血红细胞微核细胞率显著升高,其

微核细胞率是对照组的 1. 75～ 9. 20倍。由此看来,

在所谓的“安全浓度”范围内,DCF 能够诱发中华蟾

蜍出现极高的微核细胞率,与强烈诱变剂和致癌剂

亚硝基胍的作用效果相当。一般认为,小微核是由染

色体断裂产生的无着丝粒断片形成的,大微核是由

纺锤丝断裂造成的一条或一组染色体滞后形成

的[12 ]。耿德贵等[13 ]用除草剂乙草胺处理中华蟾蜍蝌

蚪,使其红细胞内出现了大小不等的微核,本试验也

观察到DCF 诱发的红细胞微核有些较小 (直径约

0. 7 Λm )、有些较大 (直径约 3. 0 Λm ) ,说明DCF 具

有较强染色体断裂剂和纺锤体毒剂的双重作用。此

外,在制片观察中还注意到,出现微核的大多数红细

胞只有 1个微核,有些红细胞的微核达 2～ 4 个,红

细胞微核的增多也从另一个角度反映出DCF 对遗

传物质损伤的加重。综合以上 3 个证据,加之DCF

对中华蟾蜍外周血红细胞膜与细胞质的影响小于对

细胞核的影响等结论,说明DCF 是一种强诱变剂,对

中华蟾蜍成体外周血红细胞具有较强的遗传毒性。

3. 2　中华蟾蜍成体作为农药污染敏感指示动物的

可行性

农牧业生态系统是粮食、蔬菜、水果、肉类和蛋

奶等食品生产的环境背景,是人类赖以生存的环境

主体,该主体目前最主要的污染源是农药和化肥,其

会残留在食品中,通过食物链最终进入人体,对人类

健康造成的潜在危害将更为深刻而持久。因此,探寻

对农牧业生态系统中农药等污染物敏感性高的指示

动物,是人类目前十分紧迫的研究课题之一。

尽管用无尾两栖类蝌蚪监测水体污染物的遗传

毒性灵敏度较鱼类高得多[1 ] ,但是与蝌蚪相比,用中

华蟾蜍成体作为监测农牧业生态系统中农药等污染

物的指示动物具有以下优点:①分布范围广、种群数

量大、易于捕捉。中华蟾蜍广泛分布于我国 29个省

区市、朝鲜半岛及俄罗斯远东地区,栖息于不同海拔

的各种生境中[3 ] ,其成体数量多、体形大、行动迟缓,

极易捕捉,是常用的实验动物。②一年四季均能获取

足够标本,保证实验用材。即使在冬眠季节,中华蟾

蜍成体也能够在实验动物养殖场购买到,而大多数

物种的蝌蚪只有在每年春季才能采到标本。③活动

范围比较固定,符合农牧业的生产实际。中华蟾蜍成

体冬眠和繁殖季节在水中生活,其余季节主要在该

水域附近的陆地上生活,是我国农牧业区多种有害

昆虫的主要天敌[3 ]。因此,无论是水田还是旱地,生

产中使用的各种农药可能首先会对其造成危害。

④外形特征明显、种类容易鉴定,生命力强、易于实

验室饲养。⑤循环血量多、血样易于采集。⑥外周血

红细胞较大 (约12 Λm×19 Λm ) ,微核及核异常等现

象容易分辨。⑦对DCF 诱发红细胞微核和核异常的

灵敏度很高。基于以上优点,本研究认为使用中华蟾

蜍成体监测农药等污染物的遗传毒性不仅比较理想

和符合实际,而且其可能是农牧业生态系统中对污

染源敏感性较高的指示动物。

本研究认为,中华蟾蜍成体作为监测农牧业生

态系统中农药污染的指示动物还需要在以下两个方

面进一步积累证据。①分别检测几种农药注射染毒

后对中华蟾蜍成体外周血红细胞的遗传毒性效应,

横向比较不同农药诱发微核与核异常细胞率的异

同,最终建立可供对照的标准和模型。②以实验室所

用的农药种类为依据,在该种农药污染较为严重的

农牧业区采集中华蟾蜍成体,检测外周血红细胞的

微核和核异常细胞数,纵向比较实验室与生产实际

之间存在的差异,进一步确定中华蟾蜍成体对该种

农药遗传毒性的重复性。
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Effects of d icofo l on periphera l b lood eryth rocytes of toads

L IANG Gang, ZHAO Ca i-hong
(Colleg e of L if e S ciences, S haanx i N orm al U niversity , X iπan, S haanx i 710062, Ch ina)

Abstract: T he experim en t w as conducted to study the po ssib le effects of tox icity in the toad eryth ro2
cytes induced by dicofo l (DCF ) , 48 m atu re toads, B uf o g a rg a riz ans, w ere in jected w ith five differen t

do sages of DCF in coelom every 24 h and 1- 4 t im es in succession, and cells p roducing m icronucleu s, nucle2
ar abno rm ality and cell abno rm ality w ere coun ted separa tely. R esu lts show ed that DCF w ith differen t

do sages cou ld increase the frequency of m icronuclea ted eryth rocytes m arkedly, excep t the first in ject ion of

the do sage w ith 5 and 10 m gökg, every group cau sed an increase in the frequency of nuclear abno rm ality

eryth rocytes, the effects in cell m em b rane and cytop lasm w ere less than the effects in karyon by DCF, and

the mo st tox icity w as exh ib ited after the second in ject ion. T he experim en t ion indica ted that DCF w as a

strong revu lsan t w h ich p resen ted geno tox icity in periphera l b lood eryth rocytes of the m atu re toad.

Key words: d icofo l; toad (B uf o g a rg a riz ans) ; eryth rocyte; ind ica to r
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