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蚕豆 检测环境诱变剂的方法学研究
‘

孔志明 吴庆龙 夏恩中 厉以强

南京大学环境科学与工程系
,

南京 江苏省环境监测站
,

南京 。。

摘要 通过大量探索性试验
,

对蚕豆根尖细胞 的
一

烤 法的试验条件
,

如 浓度
、

标记时间

及其长短
,

稀酸水解浓度
、

时间和温度等对分色的影响进行了详尽的研究
,

获得 了最佳的实验条件及程序
,

克服

了 研究沿用的  法程序复杂
,

难以普及 的缺点
。

此外
,

还用其他遗传毒理学方法与本方法进行了比较研

究
,

探索利用该技术检测环境中诱变因素的可能性
。

关被词 蚕豆
, , 一

饭即 法
。

自从 等
, 〕用荧光

一

法

 ,

研究蚕豆姐

妹染色单体交换 以来
,

所有 研究均

沿用 了  法
,

并有不少报道口一 三
。

但该法 程

序繁杂
,

且不够经济
,

难以推广
。

年张 自

立等简化了 法程序
,

发展成
一

法 
,

但仍较复杂
。

其后佘其兴等
压

,

了三曾用

法研究了植物姐妹染色单体区分染色
。

为了

克 服植 物 不能推广 的缺点
,

本文 对蚕 豆

 的
一

法的实验条件及影响因素

进行了详尽的研究
,

以探索利用蚕豆 技术

检测环境中诱变因素的可能性
。

培养一个细胞周期 后
,

取出浸入含诱变

剂的溶液 中避光培养
,

流水冲洗后再转入

溶液中继续培养生长一个细胞周期
。

剪取侧根 约 一
,

浸入盛有

 秋 水仙素青霉素瓶 中
,

避 光 处理

一
,

再转入新配制的卡诺氏固定液 冰醋

酸
一

甲醇
,

在上述条件下固定 以上
。

吸去固定液
,

用蒸馏水浸洗后
,

分别以

不同 浓度
、

温度
、

时间进行处理
,

以摸索最

佳水解条件
。

以席夫 氏试 剂染色至根尖呈深紫红色

约
,

常规压片后镜检
,

观察分染效果并统

计 频率
。

供
。

材料与方法

试验材料

蚕豆 启豆
“ ,

江苏省沿江地区农科所提

试验方法

按常规浸种催芽  待初 生根长至 一

时
,

剪去根尖生长点和胚芽顶端
,

移入盛有

清水的 小烧杯中
,

置 温箱内悬浮水

培
,

促使侧根生长
。

选择大多数侧根长至 一
。
的蚕

豆幼苗
,

浸入盛有实验所需的  ! 溶液的

小烧杯中
,

继续在 ℃避光条件下悬浮培养

左右
。

诱变剂处理时
,

侧根在 溶液中

结果与讨论

 ! 浓 度 对 蚕 豆 姐 妹 染 色 单体分色

 的影响

等级标准为 分染清晰
,

能够准确计

算互换率的为分色 良好 能看出深浅不同
,

但

计算互换率有 困难的为分色差 看不出深浅差

异的为未分色
。

从表 中可以看出
,

随着

浓度的增 加
,

分色 良好的细胞数也增加
,

分色

差的细胞数则减少
,

说明 浓度与 有密

, 江苏省应用基础研究项 目
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表 不同浓度的 对蚕豆根尖细

胞姐妹染色单体分色的形响

浓度

滩

观察的中期相
染色体总数

分色良好

又

分色差
写

。

未分色

。

。

。

  
,人卜」

切的关系
。

与 拜 组相比
,

尽管 陀

组浓度成倍增加
,

但分色 良好的细胞组间差异

并不大
,

说明在这 组中
,

有足够的未被降解的

取代 中的胸腺嗜咤核昔
,

使姐妹染

色单体分色
,

也就是说
,

拌 的  ! 就是

以使绝大多数 期以上的细胞分色清晰
。

水解时间
、

温度和盐酸浓度对 效果

的影响

实验结果见表
。

表 中可看出
,

只有

 在温度 ℃
、

水解时间为

在温度 ℃
、

水解 或温

度 ℃
、

水解 才能显示分色效果
。

其中

以
、

℃水解 而 分色效果

最佳
。

表 水解时间
、

沮度和盐酸浓度对蚕豆根尖细胞 效果的影响”

水解温度 ℃

水解时间 士 士

浓度
 

士 士  ! 土 士  士

汁

十 一
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+ +
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1) B rd u 浓度为4。陀/时 + + :两条染色单体深染 + 一 :
两条染色单体分色 一 一

:
两条染色单体浅染

2
.
3 B rd

u
掺入时间及其长短对 SC D 效果的影 细胞周期的 M 期

,

需 31
.
7 h

,

所以掺入所需时

响 间只需 比 31
.
7 h 稍长即可

,

大约为 33 一35 h
。

Br

d

u

的掺入是显示 SC D 的重要基础
。

由于 2
.
4 Br du 浓度对蚕豆 SC E

s
频率的影响

蚕豆种子在萌发过程中自身合成的胸腺嗜吮核 Br du 浓度是否适当
,

不仅影 响分染效果
,

昔与外来的 B
rdu 发生竞争性矛盾

,

若处理不当 也影响交换频率
。

浓度低
,

分染差
,

但 SC Es 频

往往会造成掺入不进而导致实验失败川
。

一定 率较接近自然状态
; 浓度高

,

分染好
,

但会诱度

要掌握大多数侧根长至 1一 1
.
5 cm 时开始掺入

,

S C
Es 频率增加

。

表 3 显示了不 同浓度 Br du 对

此时侧根生长最旺盛
,

幼苗内胸腺嗜吮核昔供 蚕豆 SC Es 频率的影 响
。

观察计数 SC Es 频率

需矛盾加剧
,

Br du 容易掺入取代
。

Br du 掺入时 时
,

端部的一段染色体互换或着丝点部位互换

间的长短
,

根据其细胞周期来决定
。

蚕豆根尖 计为 l次互换
,

染色单体中间的一段互换计为 2

细胞周期为 19
.
3 h

,

其中 G
l
期为 4

.
g h

,

S 期为 次互换
。

从表 3 中可看 出
,

当 Br du 浓度为 10

7
.
s h

,

G

Z

期为 4
.
g h

,

M 期为 Z h
。

只有在 S 期 拼g / m l 时
,

平均每条 M 染色体和每条 S 染色体

B rdu 才能代替胸腺唠吮核昔掺入 D N A
,

所以如 的 SC Es 频率
,

分别为 3
.
19 和 1

.
62

,

而 当浓度

果从第一个细胞周期的 S 期掺入 Br du 到第二个 为 100 陀/m l时
,

分别为 8. 78 和 3
.
40

,

均增加

表 3 不同浓度的B rd
u
对蚕豆根尖细胞 SC Es 频率的影响

Br d
u浓度

(拜g / m l)

平均每条染色体的 SC E 数(X + S)
组别 观察细 胞数

M 染色体(1对) S 染色体(5 对)

平均每个细胞

SC E S数
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