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蚕豆根尖细胞微核试验对水质检测的研究
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　　摘　要:以南水北调中线水源区丹江口水库水体为检测对象和试验材料 ,在2007年6月选取

3个采样点进行水体采集和理化检测 ,水体浓缩为低 、中 、高 3个剂量组 ,以自来水处理为阴性对

照组 ,以CrO3处理为阳性对照组 ,利用蚕豆根尖进行了 5组不同的细胞微核试验。水体理化检测

表明水质有一定的污染。微核试验表明 ,5组间都有显著差异。分析得出:蚕豆根尖细胞微核试

验对水质检测是非常有效简单易行的方法 ,值得推广;丹江口水库水质有污染 ,但尚不严重 ,有待

改善 ,并做好长期监测和研究。
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　　南水北调中线水源区位于豫、鄂、陕三省交界处的

丹江口水库 ,是亚洲最大的人工淡水湖 ,控制流域面积

9.5×104km2 ,总库容量达408.5×108 t[ 1] ,取水源头在河

南省南阳市境内 ,包括西峡 、淅川和内乡 3个县。丹江

口水库的入库河流水量大 ,水质较好。但随着库区周围

地区经济的不断发展 ,自然和人为因素使入库干 、支流

水质发生变化 ,必将影响丹江水库的水质[ 1-2] 。因此 ,做

好水源区的长期生态监测 ,加强理论和技术研究极为

重要。

蚕豆根尖细胞微核试验(Micronuclens test ,MCN)

技术 ,是 Degrassi在1982年提出的一种用于环境致突变

物的检测方法[ 3] 。近几年来 , MCN 技术作为一种以染

色体损伤及纺锤丝毒性等为测试终点的植物微核检测

方法 ,以其灵敏度高 、操作技术简单 ,而且试验结果能够

反映各种污染因子的综合遗传毒性等优点成为目前研

究和运用较多的拟代替动物培养细胞检测环境“致癌 、

致畸 、致突变”物质的高等植物细胞检疫体系
[ 4]
。MCN

技术在检测水环境中污染物的致突变性亦受到广泛重

视 ,应用于对河流 、湖泊 、地下水及工业污水的水质研

究。目前主要集中在由水体中 Cd
2+
、Hg

2+
、Zn

2+
、Mn

2+

等重金属以及农药 、抗菌素 、洗涤剂等对蚕豆根尖细胞

遗传毒性方面的研究
[ 5-6]
,而对由含高 N 、P 无机或有机

污染物引起的水体富营养化所导致的蚕豆根尖细胞遗

传毒性的研究报道甚少。基于上述原因 ,在对丹江口水

库水质深入广泛的科学调研基础上 ,利用所获得的理化

指标值 ,并利用蚕豆根尖细胞微核技术对其遗传毒性进

行检测 ,探讨其中可能存在的遗传毒性诱变因素 ,旨在

为南水北调中线工程水源环境的保护 、持续发展规划、

科学研究提供一定的依据 ,同时为建立水源区生态监测

机制提供基础资料。

1　研究方法
1.1　采样点布设与水样采集

采样时间为 2007年 6月 ,采样点为国家环境监测

总站授权南阳市环境保护监测站监测南水北调中线水

源区而设置的渠首(陶岔S1)、库心(小太平洋S2)和丹江

入库上游(大石桥 S3)3个水质监测点 ,各点均取水样

3 L ,置于塑料壶内。

1.2　水质理化指标测定

S1水质的理化检测由设在渠首的自动监测仪测定

(同时进行人工平行样测定 )。其它 2个点的水温 T

(θH2O)、pH 、溶解氧 DO由便携式仪器测定。透明度采

用塞氏盘法测定。总磷(TP)、总氮(TN)、生物耗氧量

(BOD)、化学耗氧量(COD)参照《水和废水监测分析方

法(第 4版)》(2002)测定
[ 7]
。

1.3　蚕豆根尖细胞微核试验
1.3.1　水样有机浓集物的制备　取丹江口水库各采样

点水样 1 L ,共3 L ,混匀 ,用滤纸滤去粗泥沙后 ,经XAD-

2树脂柱浓缩 ,过柱流速约为10mL/min ,有机提取物用

50%二甲基亚砜(DMSO)洗脱 ,浓缩 、挥干后用 DMSO

定容至 5mL ,置 1℃冰箱中保存备用。

1.3.2　细胞微核试验　①浸种催芽:将试验用蚕豆种子

按需要量放入盛有自来水的烧杯中 ,在 25℃下浸泡24 h ,

此间至少换2次水 ,所换水预温。种子吸胀后松散的铺

在用 4 ～ 5层纱布裹置的磁盘中 ,保持湿度 ,在 25℃温箱

中催芽 12 ～ 24 h ,待初生根长出 2 ～ 3 mm 时 ,再取发芽
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良好的种子放入铺满滤纸的磁盘中 ,在 25℃继续催芽 ,

约经 36～ 48 h ,大部分初生根长至 1～ 2 cm左右 ,根毛发

育良好 ,可作为检测材料。②对蚕豆根尖的不同检测处

理:待测组:南丹江口水库水体分别给予浓缩 0 、25和 50

倍 ,形成低 、中 、高3个剂量组 ,每剂量组选初生根生长良

好的已萌发种子 10粒 ,分别放入盛有不同待测液的培

养皿中(被测液浸没根尖即可),培养 24 h;阴性对照组:

选取初生根生长良好的已萌发种子 10粒 ,用自来水浸

没根尖 ,培养12～ 24 h。阳性对照组:选取初生根生长良

好的已萌发种子10粒 ,以 CrO3(1.0mol/L)配制的液体

浸没处理根尖。由于 CrO3毒性大 ,处理时间缩短为

12 h ,避免因浓度过大 ,时间过长影响试验材料。③根尖

细胞恢复培养:各处理组处理后的种子用自来水(或蒸

馏水)浸洗3次 ,每次2 ～ 3 min ,洗净后再置入铺有湿润

滤纸培养皿中 ,25℃恢复培养 22 ～ 24 h。使经过前期处

理受到损伤的细胞核有充足的分裂时间 ,最终以微核形

式出现便于观察。④根尖细胞固定:将上述恢复培养的

根尖切下长 1 cm 左右 ,用 Caron' s固定液固定 24 h(固

定的根尖如不及时制片可换用70%的乙醇4℃冰箱保存

备用)。⑤酸解:蒸馏水冲洗根尖 3次 ,每次 3 min ,吸净

蒸馏水 ,6mol/ L HCl ,室温下解离 10 min ,幼根软化。⑥

染色 、压片:酸解后的根尖蒸馏水冲洗3 ～ 4次 ,每次3 ～

5 min ,最后浸入水中 ,制片前取出置载玻片上 ,截 1 ～

2 mm 根尖 ,用石炭酸品红染色 5 ～ 8 min ,加盖玻片 ,压

片观察。每张片观察 1 000个根尖细胞 ,计算微核发生

率。数据采用 SPSS 13.0统计软件包进行 T 检验。

　　表 1 南水北调中线水源区理化检测结果
采样点 采样时间 T/ ℃ pH DO/ mg·L-1 透明度(SD)/ m TN/mg·L-1 TP/ mg·L-1 COD/mg·L-1 BOD/mg·L-1 Chl-a/mg·L-1

S1 6月 23.0 7.33 8.16 1.51 0.827 0.001 10 2.1 0.007

S2 6月 22.0 7.34 8.50 2.11 0.726 0 10 2.2 0.005

S3 6月 22.0 7.71 7.95 1.63 0.856 0.001 18.0 3.24 0.007

　　注:S1 ,S2 ,S3三采样点;T:水温;DO:溶解氧;TN:总氮;TP:总磷;COD:化学需氧量;BOD:生化需氧量;Chl-a:叶绿素。

2　试验结果
2.1　水源区理化检测指标结果及分析

3个检测点同步理化检测结果见表 1。从单项指标

看 ,根据“地表水环境质量标准 GB3838—2002” ,总氮

(TN)、生物耗氧量(BOD)、化学耗氧量(COD)指标值属

于Ⅲ类水质标准 ,其它指标属于Ⅰ、Ⅱ类水质标准 ,总体上

来看 ,水质污染尚不严重。

2.2　蚕豆根尖细胞微核试验

　　表 2　阴性 、阳性不同处理的蚕豆根尖细胞微

核率(MCN)及 t检验

处理组
观察细胞数

/根尖

平均微核率

(3根尖微核率)
n

标准

差
t p

阴性对照

(自来水)
1 000 5.35(5、7、4) 3 1.53

阳性对照

CrO3(1mol/L)
1 000 43.67(47、45、39) 3 4.16 14.98＊ <0.001

　　注:阳性处理结果以阴性处理结果为对照的 t值。

　　每一处理组选取3张较好的切片进行观测 ,结果见

表2 、表 3。阳性 、阴性对照组观察试验结果及 t检验如

表2所示。从表2可以看出 ,阳性对照处理结果与阴性

对照处理结果有极其显著差异 ,阳性对照处理的毒性较

大。待测水样的低 、中 、高 3个库水有机浓集物剂量组

的对蚕豆根尖细胞微核试验结果见表3。从表 3中可以

看出 ,3个剂量组均能使豆根尖细胞微核升高 ,且库水各

组随剂量增加而微核率呈增高趋势。低剂量组比阴性

对照组高 ,且有显著差异 ,说明水受污染;高剂量组与阳

性对照组有显著差异 ,说明水污染尚不严重。各剂量组

都与阴性对照组 、阳性对照组有显著差异 ,说明丹江口

水库水质有一定的污染 ,但尚不严重 ,包括高剂量组仍

低于阳性对照组。因此做好水源区的长期生态监测 ,加

强理论和技术研究 ,改善水质 ,极为重要[ 2] 。

　　表 3　3采样点水质处理的蚕豆根尖细胞微

核率(MCN)及其 t检验

处理组
观察细胞数

/根尖

平均微核率

(3根尖微核率)
n
标准

差
t p

阴性对照组 1 000 4.33(4、6、3) 3 1.53

阳性对照组 1 000 43.67(47、45、39) 3 4.16

低剂量组 1 000 7.67(7、8、8) 3 0.577 A:3.538 <0.05

B:15.249 <0.001

中剂量组 1 000 11.00(10、10、13) 3 1.73 A:5.003 <0.01

B:12.561 <0.001

高剂量组 1000 17.00(16、16、19) 3 1.73 A:9.505 <0.001

B:10.254 <0.001

　　注:A 表示以阴性为对照, B表示以阳性为对照。

3　讨论与分析
根据有关微核形成机理的研究 ,认为微核形成有2

条途径:一是诱变剂打断 DNA分子形成 DNA断片 ,该

断片因没有纺锤丝相连无法随染色体分离过程被拉向

两极 ,因而随机滞留在某一个子细胞的细胞质中形成独

立于细胞之外的微小的具有核形状的微核;二是由纺锤

丝毒剂打断纺锤丝造成的整条染色体落后于核分裂周

期形成微核 ,这两种途径发生的概率各为 1/2
[ 8-9]
。显

然 ,当受试水样中含有能打断 DNA分子的诱变剂或能

打断纺锤丝的纺锤丝毒剂时 ,就能使蚕豆根尖细胞微核

率上升 ,从而表现出遗传毒性。据调查 ,目前影响中线

水源水质的因素主要有:一是库区生态环境比较脆弱 ,

生态环境质量有待提高。二是上游流域区内森林覆盖

率低 ,涵养水源功能不足。三是上游流域区内的工业企

业主要是资源开采型和资源消耗型 ,技术含量低 ,治污
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能力差 ,是该流域区的主要污染源。另外入库干 、支流

的沿岸城镇生活污水 、工业废水大都未经处理排入水

库 ,加上库区农业生产力水平低下 ,自然资源的掠夺性

开发 ,且不适当使用化肥 、农药 ,使库区局部有富营养化

发生趋势和条件。废水的污染物主要以含氮磷的无机

及有机污染物为主 ,其次为硫化物 、苯 、酚 、汞、砷 、烷基苯

磺酸钠等 ,这些污染物对遗传物质的损伤形成微核具有

直接的作用 ,而且还可通过食物链的积累 、浓缩进而危

害人类健康[ 10] 。通过微核试验 ,说明氮磷污染物及某些

有机污染物是使水体产生遗传毒性的诱发因素之一 ,这

与农清清等所报道的一致[ 11-12] 。

当前 ,水环境污染监测主要采用物理和化学方法 ,

这些方法的优点在于可以反映不同污染物质的种类和

数量 ,但不能综合反映环境质量状况和阐明多种污染物

并存对生物体的危害和损伤机制。蚕豆根尖细胞微核

监测技术不仅具有灵敏度高、可靠性强 、取材简单 、条件

易控制 、试验周期短 、监测费用低等优点 ,还可直接反映

多种污染物对生物遗传物质的综合影响 ,且反映出的遗

传毒性是根据真核细胞 DNA分子损伤试验得出的 ,这

为理化监测所不及 ,是一种值得推广的环境监测方

法
[ 9]
。该研究以蚕豆根尖细胞微核率为指标 ,结合其它

环境理化监测指标 ,则能更全面 、更准确地反映水体的

水质状况 ,研究结果表明 ,丹江口水库已有一定污染和

营养化增强的趋势 ,其污染水质能诱导蚕豆根尖细胞微

核率升高 ,具有较强的遗传毒性作用。
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Study on theMonitoring of the Water Quality in Root-tip of Vicia
Faba Cell Micronucleus Technique

PANG Zhen-ling ,ZHANG Er-qin , DU Rui-qing

(College of Life Science and Technology , Nanyang Normal University , Nanyang , He' nan 473061 , China)

Abstract:This article selected 3 water samples spots to carry on water gathering and phy sics and chemist ry examination in

July 2007 to water quality in water source area of middle line project of transferring water from south to north , Water

body was concentrated to low , center and high three monitoring teams , and applied root-tip of vicia faba to experiment to

different micronucleus in running w ater processing as negative comparison group , and CrO3 processing as positive com-

parison group.Water body physics and chemist ry examination showed that w ater quality had a little pollution.Micronu-

cleus experiment indicated that there are remarkable dif ference among 5 groups.From these we concluded that root-tip of

vicia faba cell micronucleus technique w as an effective simple method and worthing promotion;Water quality on Dan-

jiangkou reservoir had pollution , but not serious , we shoud monitor and research in long term.

Keywords:Root-tip of vicia faba cell;Micronucleus monitor;Water quality on Danjiangkou reservoir
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