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　　随着现代工业的迅速发展，人类接触的各种化学物质越
来越多，其中很多是对人体细胞组织具有诱变和致癌作用的

有毒物质，严重危害人类身体健康。四膜虫（Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ）是一种单细胞原生动物，分布广泛，培养简单。
由于四膜虫处于食物链底层，对环境中有毒物质敏感，因此它

可以用来鉴别有毒物质，监测环境污染。彗星实验别称单细

胞凝胶电泳（ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＣＧＥ），是由 Ｏｓ
ｔｌｉｎｇ等［１］首创的，经过不断改进，该技术已经比较成熟。由

于彗星实验具有简便快速，需样品量少，可检测多种毒性物质

和适用于任何细胞类型等优点，因此被广泛应用于水质监

测［２］。工业废水中含有大量复杂、未知、潜在的有毒物质。

一般来说，一些成份已知的外源毒性物质常在高剂量时能被

检测到。然而由于目前对遗传毒性物质的评估并没有最低剂

量限制，使有些具有潜在遗传危害的物质以低水平影响人类

健康［３］。彗星实验敏感性很高，为检测工业废水的遗传物质

提供了有效工具。国内学者在直接以污水灌溉土壤样品的研

究中发现，污染土壤会引起蚯蚓体内ＤＮＡ损伤［４］。也有研究

者运用彗星实验检测区域水源有机污染对人血淋巴细胞的致

突变性，探讨水源风险的评价方法［５］。虽然彗星实验已被进

行多次改良［６－７］，但仍有许多问题尚待解决，如没有统一模型

细胞，取材不方便；该方法较为繁琐，胶板制备不稳定，仪器要

求较高；缺少统一参数，未建立 ＤＮＡ损伤等级与环境污染程
度的定量关系，不能直接进行评价。本研究对彗星实验进行

了改进，采用自制模板铺胶进行嗜热四膜虫彗星实验检测医

药工业废水，旨在为快速、准确地评价工业废水对坏境和人体

健康的潜在危害提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
嗜热四膜虫由中国科学院水生生物研究所提供。将四膜

虫接种到培养液（蛋白胨１５ｇ，酵母粉５ｇ，葡萄糖１ｇ，双蒸水

１Ｌ，ｐＨ值７，分装，高压灭菌）中，３０℃下培养７２ｈ。
工业废水取自某药厂。吸附废水，透明无味，主要成分为

吡啶、有机胺、磷酸盐等；氯代废水，淡黄且有刺鼻气味，主要

成分为二甲基甲酰胺、氯仿、乙醇、其他无机盐等。根据预试，

将吸附废水分别稀释４００、６００、８００、１０００、１２００倍，氯代废水
分别稀释１００、２００、４００、６００、８００倍，每个处理重复３次。
１．２　仪器与试剂

ＢＸ－４１型荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）；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）。低
熔点琼脂糖（ＬＭＡ，Ｐｒｏｍｅｇａ公司），十二烷基肌氨酸钠（ｓｉｇｍａ
公司），ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（ｓｉｇｍａ公司），其他试剂均为分析纯。
１．３　试验方法
１．３．１　常规彗星实验　取四膜虫培养液１ｍＬ，分装于４支
１．５ｍＬ离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上清液，将沉
淀重悬浮为原培养液体积的 １／１０。Ｈ２Ｏ２染毒浓度分别为
５０、２００、５００μｍｏｌ／Ｌ，在常温下染毒０．５ｈ，同时加双蒸水为阴
性对照，每个浓度设３个重复。染毒 ３０ｍｉｎ后铺胶，每个处
理样品制备２片凝胶。在完全磨砂的载玻片上铺第１层质量
分数为１％的正常熔点琼脂糖（ＮＭＡ）１５０μＬ，４℃，１０ｍｉｎ；铺
第２层质量分数为０．８％的低熔点琼脂糖（ＬＭＡ）和四膜虫细
胞悬液的混合液（体积比为１∶１）８０μＬ，４℃，１０ｍｉｎ；铺第３
层质量分数为０．５％的低熔点琼脂糖７０μＬ，４℃，１０ｍｉｎ。将
制备凝胶放入冷的裂解液（２．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１００ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＥＤＴＡ、１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、１０ｍｇ／ｍＬ十二烷基肌氨酸钠、１％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、１０％ ＤＭＳＯ、ｐＨ值１０）中，４℃下裂解１．５ｈ。
然后放入蒸馏水中漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，以洗去凝胶表面多
余的碱和洗涤剂，再放入电泳槽中。将刚配置的电泳缓冲液

（１ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ、３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，ｐＨ值１３）倒入电泳
槽，约高过载玻片０．２５ｃｍ，４℃静置２０ｍｉｎ，使双链 ＤＮＡ解
螺旋。调节电泳液液面高度，于１５Ｖ、１８０ｍＡ下电泳２０ｍｉｎ。
电泳完毕后取出载玻片浸入 ０．４ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液（ｐＨ值
７５），中和３０ｍｉｎ。２０ｍｇ／ＬＥＢ染色５ｍｉｎ，用双蒸水洗掉表
面染料，２４ｈ内在荧光显微镜下观察、拍照、记录，每片计数
５０个细胞。
１．３．２　改良彗星实验　自制电泳槽制作方法：取普通载玻
片，用玻璃刀切成１ｍｍ宽的长条，在另一个载玻片上围成
１．５ｃｍ×１．５ｃｍ的槽，再用玻璃胶黏合（图１）。
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　　在自制电泳槽上进行彗星实验，试验条件和过程同常规
彗星实验。由于第３层胶的主要作用是减少第２层胶中细胞
流失，因此也可省略，不影响试验结果。本研究将彗星实验简

化为铺 ２层胶：铺第 １层质量分数 １％的正常熔点琼脂糖
（ＮＭＡ）１００μＬ，４℃，２ｍｉｎ；铺第２层质量分数０．８％的低熔
点琼脂糖（ＬＭＡ）和细胞悬液的混合液（体积比１∶１）５０μＬ，
４℃，２ｍｉｎ。试验过程省去了反复揭取盖玻片，减少脱胶的
发生率。低温凝胶时间仅需２～３ｍｉｎ。１个模板往往可以浇
灌３～４块胶板，而毛玻璃只能铺１～２块胶板，效率提高数
倍。较传统方法制得的胶板，改进方法每个胶板的大小和厚

度一致，操作流程更加标准化。同时，由于自制电泳槽底部光

滑，胶板在中和时可完全去除残留的电泳缓冲液，使染色后拍

摄的彗星图更清晰，其他操作同上。

１．３．３　彗星观察及数据分析　用荧光显微镜观察（与溴化
乙锭结合ＤＮＡ发出荧光），以 ＣＣＤ拍照获取彗星图像，并用
ＣＡＳＰ软件分析获取的单个细胞彗星尾长（ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ，ＴＬ）、尾
矩（ｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ，ＴＭ）、ｏｌｉｖｅ尾矩（ｏｌｉｖｅｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ，ＯＴＭ）等数
据。采用 ＳＰＳＳ１８．０软件分析试验数据。
１．３．４　改良彗星实验检测废水损伤　将等体积双蒸水设为
阴性对照，于 ２６℃分别染毒 ０．５ｈ，彗星实验操作同
“１．３．２”。　

２　结果与分析

２．１　改良彗星实验与常规彗星实验比较
由表１、表２可知，在相同暴露时间和Ｈ２Ｏ２浓度下，彗星

实验引起的嗜热四膜虫ＤＮＡ损伤在尾长、尾矩、ｏｌｉｖｅ尾矩方
面基本保持一致。由此可见，自制电泳槽可以取代磨砂载玻

片的铺胶法。

表１　常规彗星实验Ｈ２Ｏ２引起的嗜热四膜虫细胞ＤＮＡ损伤

样品
浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
尾长

（μｍ）
尾矩

（μｍ）
ｏｌｉｖｅ尾矩
（μｍ）

Ｈ２Ｏ２ ５００ １２．１３±３．９２ ２．３７±１．３９ ２．３９±１．１１

２００ １１．００±３．１８ １．７８±１．１０ ２．０９±０．８７

５０ １０．６０±２．７３ １．５７±１．０４ １．９４±０．８１
双蒸馏水 ０ ９．４７±１．５０ １．１４±０．５０ １．６０±０．６２

　　注：、分别表示在０．０５、０．０１水平上显著。下同。

表２　改良彗星实验Ｈ２Ｏ２引起的嗜热四膜虫细胞ＤＮＡ损伤

样品
浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
尾长

（μｍ）
尾矩

（μｍ）
ｏｌｉｖｅ尾矩
（μｍ）

Ｈ２Ｏ２ ５００ １２．０４±２．９０ ２．３４±１．０６ ２．２９±１．１１

２００ １１．４３±１．７０ １．８９±０．８０ １．９９±０．６５

５０ １０．０４±１．６８ １．３９±０．６１ １．７２±０．６４
双蒸馏水 ０ ９．７８±１．２０ １．３１±０．５７ １．５７±０．５２

２．２　改良彗星实验在工业废水检测中的应用
应用彗星实验可获得各处理四膜虫细胞的清晰彗星图像

（图２）。试验发现，经５个不同浓度废水染毒后，吸附污水稀
释４００、６００、８００倍时四膜虫尾长、尾矩、ｏｌｉｖｅ尾矩都显著高于
阴性对照，其中污水稀释 ４００、６００倍时与对照差异极显著
（Ｐ＜０．０１）；将污水稀释８００倍后，尾长等数据与对照差异显
著（Ｐ＜０．０５）；而将污水稀释１０００倍后，各项数据与对照无
显著差异，未观察到四膜虫细胞有显著ＤＮＡ损伤（表３）。在
氯代废水中，分别稀释到１００、２００、４００倍后各项数据与对照
均出现极显著差异（Ｐ＜０．０１），表明这些污水仍含有较高浓
度的遗传毒性物质。该污水被稀释６００倍后污水危害程度有
所下降，与对照差异显著（Ｐ＜０．０５），直到稀释约８００倍后才
未出现显著差异（表４）。荧光显微镜下可见，四膜虫彗尾长
度随废水浓度的增加而增长，存在明显的剂量效应关系，嗜热

四膜虫对废水表现出较高的敏感性。ｏｌｉｖｅ尾矩是尾部 ＤＮＡ
百分比与头尾中心间矩的乘积，属于矩类指标，它比矩离指标

（如ＴＬ）更灵敏、准确［８］。本研究以ｏｌｉｖｅ尾矩作箱线图，分析
各处理数据的分布情况。２种废水的ｏｌｉｖｅ尾矩分布高度（包
括第一、第四分位数、中位数和第三、第四分位数）表现出随

污水浓度的增大而升高（图３、图４）。

表３　吸附废水引起的嗜热四膜虫细胞ＤＮＡ损伤

样品
稀释倍数

（倍）

尾长

（μｍ）
尾矩

（μｍ）
ｏｌｉｖｅ尾矩
（μｍ）

吸附废水 ４００ １３．４９±２．８２ ３．２２±１．９７ ２．８０±１．２６

６００ １２．７３±２．８１ ２．６５±１．５５ ２．３３±１．１８

８００ １０．５６±２．５５ １．９４±１．０６ １．８２±１．００

１０００ １０．０３±２．３６ １．７２±０．９８ １．６１±０．８２
１２００ ９．８５±２．１６ １．３２±０．８５ １．４４±０．６６

双蒸馏水 ０ ９．４７±２．１１ １．１７±０．８１ １．３４±０．６１

表４　氯代废水引起的嗜热四膜虫细胞ＤＮＡ损伤

样品
稀释倍数

（倍）

尾长

（μｍ）
尾矩

（μｍ）
ｏｌｉｖｅ尾矩
（μｍ）

氯代废水 １００ １４．６７±２．４１ ４．０５±１．５５ ３．５１±１．１８

２００ １４．３３±２．９３ ３．３７±１．０６ ３．０５±１．００

４００ １３．２４±２．３９ ２．５７±０．９８ ２．５９±０．８５

６００ １２．５０±２．３２ １．６８±０．９５ １．８５±０．６７

８００ １０．９６±２．２７ １．４４±０．６９ １．５９±０．６０
双蒸馏水 ０ ９．９１±２．０２ １．３７±０．６６ １．５０±０．５９
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３　结论与讨论

本研究表明，彗星实验中利用自制电泳槽较传统制胶具

有许多优势。在不影响试验准确性的前提下，省去盖玻片揭

取或推移，可减少脱胶的发生率，提高试验效率。同时，铺制

胶板大小一致，裂解、电泳、中和等操作条件相同，从而提高了

各处理数据的可比性。在染色和观察过程中减少了杂质干

扰，ＤＮＡ电泳图像清晰。
制药厂在生产过程中会产生不同废水。本研究使用吸附

废水和氯代废水进行彗星实验，分析二者遗传毒性的大小。

从废水颜色、气味等角度来看，由于氯代废水淡黄且有刺鼻气

味，会产生毒性更大的判断，然而彗星实验发现吸附废水的遗

传毒性大于氯代废水。氯代废水化学成分中二甲基甲酰胺是

引起细胞ＤＮＡ损伤的主要因素之一。姚艳霞等研究发现，
１％二甲基甲酰胺对涡虫 ＤＮＡ有一定损伤作用，说明污水中
该化学物质是一种潜在有害毒性物质［９］。吸附废水中有毒

物质主要是吡啶、有机胺等，其中含氮杂环化合物吡啶具有较

强的遗传毒性［１０］。同时，水体污染物一般浓度较低，成分复

杂，如果以化学分析法评估遗传毒物的危害程度，往往费时费

力，难以得到准确结果。目前，除了微生物测试系统（Ａｍｅｓ
试验）和植物测试系统（紫母草花粉母细胞和蚕豆根尖细胞

微核试验）是研究工业废水遗传毒性的最常用方法外［１１］，还

可以用四膜虫彗星实验检测水体致突变／致癌物的污染。与
传统检测法相比，彗星实验法既可用于活细胞或死细胞的

ＤＮＡ损伤分析，也可用于不同剂量外源物质的生物效应检
测。国外研究者认为，彗星实验在检测水环境中低浓度遗传

毒性物质的敏感度比微核试验更高［１２－１３］。以四膜虫为生物

材料，结合本研究的改良彗星实验方法，使彗星实验过程中样

品预处理和流程更加简单。
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