
用 υµ υΧ测试水中遗传毒性效应的样品前处理方法

顾炜 
胡建英 3

王伟
刘燕花

何文杰
韩宏大

1 北京大学环境学院 北京  1 天津市自来水集团有限公司 天津  

摘要 υ µ υΧ实验是用于检测物质致癌 !致突变性的一种有效方法 本文将化学物质暴露阶段的温度细化为  ε 获得最佳灵

敏度 以北方某自来水厂的自来水为对象 研究前处理方法对遗传毒性诱导效应的影响 发现以  固相萃取柱为浓

缩柱 丙酮为洗脱溶剂的样品前处理方法显示出最高的遗传毒性诱导效应 对上述自来水厂不同工艺过程出水的遗传毒性进

行检测 结果表明氯消毒过程促进遗传毒性的诱导 
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  免疫学研究表明 一些化学物质如饮用水消毒

副产物与肿瘤的出现密切相关≈ 环境中此类物质

的残留增加了肿瘤出现的概率 减低生物的繁殖成

功率≈ 许多文献证明基因突变在肿瘤形成过程中

起了很重要的作用 而绝大多数的致癌物质则会损

伤 ⁄≈ 基于上述原理 目前已开发了 多种遗

传毒性的短期监测方法≈  检测法≈和 ≥≥

显色反应检测法是其中较为成熟 应用广泛的 种

测试方法 

≥≥显色反应是由 ±∏等于 年首先

提出的≈ 使用−2. 融合基因的 ≥≥显色检

测法弥补了  实验需要使用多种菌株的缺

点≈ 在此基础上 年由 等根据 ⁄损伤

诱导 ≥≥反应而表达 υ µ υΧ基因这一基本原理建

立了 υ µ υΧ测试法 . υ µ υΧ测试法由于实验周期短

一般为  ∗  对试验的无菌操作要求低 样品量

少等优点而得到关注≈ ∗  但是由于环境中遗传毒

性物质的浓度低 成分复杂 因此在将 υ µ υΧ检测

法应用到环境水样检测时 水样的前处理是一个关

键问题 

本论文对文献报道的 υ µ υΧ测试方法进行优

化的前提下 建立了适合北方某水厂饮用水中微量

遗传毒性的固相萃取样品前处理方法后 对饮用水

处理工艺过程中遗传毒性的行为进行了研究 

1  材料和方法

111  试剂和仪器

2∏22¬2± 用作阳性对

照 二甲基亚砜≤≥ 级 美国    ∞≥≤ 为稀释

溶剂 和 阴 性 对 照 显 色 剂 22Β2⁄2

° 东京化成 十二烷基磺酸

钠≥⁄≥ ∏22美国 ⁄ƒ≤  

×÷⁄ 水浴震荡器 2 ⁄  酶

标仪 ∏孔 条可拆酶标板 二氯甲烷 !甲醇 !

丙酮均为 °≤ 级 购自 ƒ≤ ≥ ≥2

 ≤  ! ≥≥  固相萃取柱

购自 • 玻璃纤维滤纸ƒ 
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112  υ µ υΧ实验方法

实验方法基本上根据文献≈报道 取 Λ冷

冻 Σαλµονελλα τψπηι µ υριυ µ × °≥ 菌

液于含有 氨比西林的 2培养基中 在

 ε 的条件下振荡隔夜培养 次日

将前夜培养菌液用 ×  培养液胰蛋白胨 

氯化钠溶解于 超纯水中后高压灭菌后加入

 葡萄糖溶液后得到倍稀释后  ε

条件下振荡培养 前培养 取前培养

菌液 Λ加入 试管中 再添加 Λ样品的

⁄ ≥溶液振荡摇匀  ε 振荡培养

移取 Λ上述培养液于酶标板孔中 于

波长下测定菌液的吸光度值 另取 Λ反

应菌液加入  2∏溶液 1的

 °# 1的 ° # 

1 的 ≤ 1 的  ≥ 

1的 Β2巯基乙醇以及 水溶解后得到 

Λ≥⁄≥ 溶液1   Λ三氯甲烷 振荡摇

匀 加入含 #   ° 的缓冲溶液 1

的 °和 ° Λ于上述溶液

中 于  ε 条件下静置反应 加入 Λ的

的 ≤  溶液停止反应 吸取上清液

Λ于 孔酶标板中 分别于  和 

波长下测定吸光度值 用下式计算 Β2半乳糖甘酶诱

导活性 

Β2 √⁄ 

 ≅  Α  1 ≅ Ατ ≅ ϖ≅ Α

其中 τ 为加入 ° 后的反应时间本例中为

 ϖ为反应菌液在显色过程中的稀释倍率本

例中为 1 Α !Α !Α为吸光度值 

本文中的 Β2 √∏⁄

值为原始计算值减去阴性空白 各实验数据的重复

测定次数均为 次 

113  前处理方法

采集北方某水厂管网水 用于样品浓缩效果的

评价 取 水样 用玻璃纤维滤纸过滤 过 柱

固相萃取 柱首先用 甲醇 !超纯水活

化 水样以 的流速通过活化好的固相萃

取柱 水样全部通过后 用氮气吹干固相萃取柱 吹

干后的固相萃取柱用 溶剂洗脱 洗脱液在微弱

的氮气流下吹干 用 ⁄ ≥定容至 Λ

使用 ≤柱处理样品时 活化和上样方法与

柱相似 

2  结果和讨论

211  υ µ υΧ测试方法的优化

为了获得高灵敏度 重复性好的 υ µ υΧ测试结

果 本研究针对整个实验过程的关键步骤中的温度

条件对遗传毒性诱导的影响进行了研究 

在菌株进行化学物质暴露前 需要对菌液进行

隔夜培养 文献≈已经表明在  ε ?  ε 条件下 

振荡培养 的条件下 υ µ υΧ测试的灵敏度最高 

振荡培养时间过长 常常会影响遗传活性的诱导 但

是 由于这一操作都在夜间进行以下称隔夜培养 

给第 的实验带来了不便 因此 本实验将隔夜培

养条件改为  ε 条件 这样即使振荡培养时间延长

到  ∗ 也没有发现遗传毒性诱导灵敏度的

降低 

图  表示了在化学物质暴露阶段 温度对

2± 诱导遗传毒性的影响 从图 可知 在暴露温

度  ε 的条件下 显示出最高的遗传毒性 但在

 ε 温度下暴露时 发现 2± 的诱导活性有了很

大地降低 在 2± 浓度为 时 其诱导活性

仅为  ε 时活性的  当温度降低到  ε 时 在

相同浓度下的诱导活性略低于  ε 时的活性 许多

文献通常采用的温度为  ε ?  ε 而笔者的结果

表明 由于温度对遗传毒性的诱导有很大的影响 需

要严格控制暴露温度 这样不仅灵敏度得到提高 而

且还能保证实验结果有很好的重复性 

图 1  42ΝΘΟ暴露温度对遗传毒性诱导活性的影响

ƒ  ∞∏¬∏¬√

212  样品前处理

在对 υ µ υΧ测试方法进行优化后 为了监测自

来水中的遗传毒性 本实验对其前处理方法进行了

研究 本文采用对有机物吸附性能不同的 ≤柱和

固相萃取柱 研究了浓缩萃取柱及洗脱溶剂对
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遗传毒性测试灵敏度的影响 固相萃取栓由于

采用了高分子聚合物作为吸附剂 和 ≤固相萃取

柱相比 对极性有机物质也有很好的吸附性能 

21211  固相萃取柱

本研究首先采用了 


固相萃取柱对

水样进行浓缩 分别选用 种极性不同的有机溶剂

≈甲醇 丙酮 二氯甲烷 甲醇丙酮Β洗脱吸附

于 固相萃取柱上的致突变物质 将获得的 个

馏分分别用氮气吹干 用 ⁄ ≥定容到 Λ后 供

遗传毒性测试 

图 表示了不同洗脱溶剂对遗传毒性诱导效果

的影响 从图中可以发现 用甲醇洗脱时 到水样添

加到 时 开始出现活性 但是到水样体积增加

到 时 活性急剧降低 这主要是由于急性毒

性抑制了菌株的繁殖造成的 改变洗脱溶剂为二氯

甲烷时 发现在较高的水样体积下 才开始

出现活性 然后随着水样添加量的增加而增加 直到

水样添加量增加到 也没有发现急性毒性 这

一结果表明 二氯甲烷作为洗脱溶剂时 虽然对遗传

毒性物质的洗脱效果明显不如甲醇 同时也减少了

洗脱液中急性毒性物质 

图 2  不同溶剂洗脱液的剂量2效应曲线

(ΗΛΒ固相萃取柱浓缩水样)

ƒ  ∞∏2

¬∏ ∏  ≥°∞

鉴于以上结果 选择了极性介于甲醇和二氯甲

烷的丙酮作为洗脱溶剂 并测试了其遗传毒性 如图

所示 丙酮洗脱液也在较低的水样添加量的情况

下 显示出遗传毒性 和甲醇相仿 而且随着水样添

加量增加到 时 显示出较高的活性 是甲醇

洗脱液最高活性的 倍以上 在水样添加量增加到

时 同样显示出极强的急性毒性 为了进一

步研究洗脱溶剂的极性对遗传毒性诱导的影响 本

研究还尝试了用丙酮甲醇Β混合溶液进行洗

脱 结果发现和丙酮洗脱的结果非常相似 

21212  ≤固相萃取柱

为了研究不同固相萃取柱对遗传毒性浓缩效果

的影响 本研究还进一步尝试了 ≤固相萃取柱对

同样的管网水样品进行浓缩 洗脱溶剂选用 柱

洗脱效果比较理想的丙酮和甲醇 所得 个馏分用

氮气吹干 ⁄ ≥定容至 Λ

图 表示了上述 种萃取液的剂量2效应曲线 

从图中可以发现 甲醇洗脱液在水样体积为  

时出现活性 活性随水样量增加而上升 直到水样添

加量到达 时 其诱导活性达到了基值的

1倍 

图 3  不同溶剂洗脱液的剂量2效应曲线

(Χ18固相萃取柱浓缩水样)

ƒ  ∞∏2
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改变用丙酮溶剂洗脱时 结果与甲醇作为溶剂

洗脱的结果较为相似 但丙酮的洗脱的灵敏度更高

一些 其洗脱液在较低的水样添加量为 时 

即显示了遗传毒性效应 活性随水样量的增加缓慢

上升 直到添加量为 时 活性也达到基值的

倍左右 

综上所述 选用 作为浓缩柱 丙酮作为洗

脱溶剂的样品前处理方法灵敏度最高 

213  遗传毒性在饮用水处理中的行为研究

通过优化 υ µ υΧ测试方法 并用以上建立的样

品前处理方法 对北方某水厂各处理工艺流程出水

的遗传毒性进行了测试 

个工艺流程采样点分别为未经过任何处理的

水源水原水 原水加前氯处理后的水前氯 絮凝

沉淀处理水沉淀 过滤消毒后的出厂水后氯和

用户末端水管网水 
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结果如图 所示 结果发现原水的遗传毒性较

弱 在水样添加量为 时才开始表现出微弱的

遗传毒性 活性最高值为空白的 1倍 而前氯最低

响应水样量仅为 左右 随着水样量的增加 活

性急剧上升 在水样量为 时 活性达到空白

的 1倍 原水的 倍 其遗传毒性效应是 个采样

点中最强的 沉淀的最低响应水样量为 左右 

在 时遗传毒性效应达到最高 为空白对照的

1倍 强度与原水相似 但在水样量为 时

表现出了极强的急性毒性 后氯和管网水的剂量2效

应曲线与前氯较为相似 均在 水样量时表现

出活性 

图 4  某北方水厂 9 月各工艺单元出水

的遗传毒性剂量2效应曲线

ƒ  ⁄2∏√¬√ 

 ∏ 

3  结论

研究表明除了 υ µ υΧ实验的条件以外 样品前

处理是保证 υ µ υΧ测试水样时获得高灵敏度的必

要条件 而对实际水厂不同工艺过程中遗传毒性的

监测结果表明 氯消毒增加遗传毒性 鉴于 υ µ υΧ

实验的快速和灵敏性 有望在饮用水水质评价上得

到广泛的应用 
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