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摘要　用CHO 细胞和 CBMN 法对 4-CP( 4-氯酚)及其 FA(富里酸)协同作用的细胞毒性效应进行了评价,选用的细胞学毒性

参数为总微核率( M N)、含微核的双核细胞率( BNMN )、核分裂指数( NDI)和胞质分裂阻断增殖指数( CBPI) .结果表明: FA

( 0. 66mg·L-1)单独处理与阴性对照组比较不引起显著性差异; 4-CP 和 FA( 0. 66mg·L-1)联合处理与 4-CP 各浓度分别处理

相比有显著性的差异;对于 BNM N 和 NDI, P < 0. 01;对于 MN 和 CBPI, P < 0. 05,协同作用使细胞毒性效应增强.在 2种处理

下, 4-CP 的剂量与细胞毒性效应之间都存在显著性相关,当 4-CP 剂量大于 15m g·L-1时,除参数M N 外,其余各细胞毒性参数

与阴性对照组相比都有显著或非常显著的差异.该工作提示:由于氯酚类物质本身具有较强的细胞毒性效应以及与水体中 FA

协同作用后又能增强细胞毒性,所以应严格控制氯酚类物质对水体的污染.
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Abstract　By means of the cy tokinesis blo ck micronucleus( CBMN) assay for the CHO cell, the

synerg ism ef fect o f 4-CP and FA on the cy to to xicity parameter s w ere evaluated. T hese cytotox-

icity parameters include the f requencies of micronuclei ( MN) , the f requencies o f m icronucleated

binucleated cells ( BNMN) , the nuclear div ision index ( NDI) , and the cy tokinesis block prolifer-

ation index ( CBPI) . The results indicated that the cytotox icity ef fects w ith FA ( 0. 66mg·L -1 )

alone is not stat ist ically significant ly different compar ed w ith negat iv e control. T he ef fects of

combinat ion of 4-CP at the doses of 5, 10, 15 and 20mg·L
-1
respect ively and FA( 0. 66mg·L

-1
)

show ed quite signif icant dif ferences in MN, BNMN ( P < 0. 01) , NDI ( P < 0. 01) , MN ( P <

0. 05) and CBPI( P< 0. 05) compared w ith that of 4-CP at the corresponding four doses respec-

tiv ely . For both t reatments ( 4-CP w ith FA and 4-CP alone) , 4-CP at the doses more than 15mg

·L -1 show ed a signif icant differ ences in MN, BNMN, NDI and CBPI compared w ith negat ive

control . Also for both t reatments the correlat ivity betw een the dose of 4-CP and MN, BNMN ,

NDI and CBPI respect iv ely were stat ist ically significant . T his w o rk indicated that it is necessary

to control st rict ly the pollut ion o f chlorophenol in aquat ic system due to their synerg ism ef fects



on cytotox icity.

Keywords　cytotox icity parameters, FA, 4-CP, synergism effect , cy tokinesis blo ck micronucleus

( CBMN) .

　　氯酚是一类常见的有机污染物. 它在自然

界停留时间长, 易为生物有机体吸收且通过食

物链富集,对水生生物和哺乳动物表现出较强

的毒性, 对人体健康亦有一定影响, 是 1978年

美国环保局 ( EPA )提出的水体中应予以优先

考虑防治的 114种有机化学污染物之一
[ 1—4]

.

氯酚含有羟基官能团,在环境中易与腐殖质类

天然有机物结合[ 5, 6] ,从而改变了它在环境中的

形态和环境行为, 并将进一步影响其毒性表现.

有关腐殖质类的天然有机物存在时, 氯酚的环

境毒性表现研究鲜有报道, 但这种研究对实际

评价氯酚在环境中的毒性效应是十分必要的.

本工作采用 Fenech 和 Morley
[ 7]
创立的胞

质分裂阻断微核( Cytokinesis block m icronu-

cleus, CBMN ) 法, 评价 4-氯酚 ( 4-chlorophe-

no l, 4-CP)和富里酸( fulvic acid, FA )对中国仓

鼠卵巢细胞( Chinese hamster o vary, CHO)造

成的染色体损伤情况,用 Eastmond [ 8]引入的核

分裂指 数 ( nuclear division index , NDI ) 和

S�urralles [ 9]引入的胞质分裂阻断增殖指数

( cy tokinesis block proliferat ion index , CBPI)

评价 4-CP 和 FA 对 CHO 细胞周期造成的细

胞毒性效应.

1　材料和方法

1. 1　细胞

CHO细胞由北师大生物系细胞室提供.细

胞培养在含 10%胎牛血清的 DMEM 完全培养

液中, 置于 5%CO 2培养箱中在 37℃条件下培

养.

1. 2　试剂

( 1) FA　由白洋淀底泥提取,提取方法见

文献[ 10] . 本工作稍作修改,将盐酸改为硫酸,

以避免向体系引入氯元素, 提取的 FA 的浓度

为 220mg·L
-1
,实验时取 3�l,即实验时浓度为

0. 66mg·L
-1
.

( 2) 4-CP　化学纯, 4℃冰箱保存, 使用前

干燥皿干燥, 恒重后用生理盐水配制, 现配现

用.

( 3)细胞松驰素 B( Cy tochalasin B, CB)　

Sigma 公司产品,用二甲基亚砜( DMSO)配制

成母液, - 20℃冰箱贮存备用,使用前用生理盐

水稀释.

( 4)丝裂霉素 C( M itomycin C, MMC)　日

本 Kyow a 公司产品,用生理盐水配制, 现配现

用,用于阳性对照试验.

1. 3　CHO 细胞的CBMN 试验系统

CHO 细胞传代 24h 后加入终浓度为 6mg

·L
-1的 CB,并同时加入以下各组试剂:阳性对

照组加入终浓度为 1mg·L
-1的 MMC; 阴性对

照组加等量生理盐水; FA 单独处理组为终浓

度 0. 66mg·L
-1的 FA; 4-CP 单独处理组为终

浓度分别是 5、10、15和 20mg·L
-1的 4-CP; FA

和 4-CP 联合处理的 4个组,分别为 0. 66mg·

L
-1
FA 和 4-CP 单独处理各浓度的 4种组合.所

有各组于 37℃条件下培养 40h 后用 0. 02%的

EDT A 消化收获细胞, 离心后去上清, 缓慢加

入 0. 075mol·L -1的 KCl低渗溶液, 立即加入

等量新配制的固定液(甲醇∶冰醋酸为 3∶1) ,

离心后去上清,再次加入固定液重新悬浮混匀

后, 静置 20min 再次离心, 每次离心均为

1000r/ m in 时间为 10m in, 离心后以沉淀的细

胞滴片, Giemsa染色,高倍镜观察细胞并计数,

重复 3次.

1. 4　细胞计数和统计分析

高倍镜下计数 1000个双核细胞中含 1个

微核的细胞数( 1MN )、含 2个微核的细胞数

( 2MN )和含 3 个及 3 个以上微核的细胞数

( 3MN) ,以求得总微核率( MN )∶MN = ( 1MN

+ 2×2MN+ 3×3MN ) / 1000[ 7] . 含微核的双核

细胞率( BNMN) ∶BNMN = ( 1MN + 2MN +

3MN) / 1000
[ 7]
.
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高倍镜下计数 500个细胞中含 1个核的细

胞数( M Ⅰ)、含 2个核的细胞数( M Ⅱ )、含 3个核

的细胞数( M Ⅲ )及含 4个核的细胞数( M Ⅳ) ,以

求得核分裂指数( NDI ) : NDI= ( M Ⅰ+ 2×M Ⅱ

+ 3×M Ⅲ+ 4×M Ⅳ ) / 500
[ 8]
、胞质分裂阻断增殖

指数( CBPI) : CBPI= [ M Ⅰ+ 2×M Ⅱ+ 3×( M Ⅲ

+ M Ⅳ ) ] / 500
[ 9]
.

对每个测量参数和 4-CP 间的效应剂量关

系进行回归分析,再用 t测验对相关系数进行

显著性测验.用方差分析法对各处理组与对照

组之间的细胞毒性效应进行比较,用成对数据

平均数的比较法对 4-CP 与 FA 的协同作用进

行评价
[ 11]

.

2　结果

用 CHO 细胞 CBMN 多参数测试系统[ 12]

对 4-CP 加或不加 FA 各浓度组的细胞学毒性

效应的检测结果综合在表 1.

由表 1可见,与阴性对照相比, 1mg·L
-1浓

度的 MMC 处理有显著性差异, 而单独 FA

( 0. 66mg·L
-1
)处理对于各参数均无显著性差

异. 4-CP 浓度低于 15mg·L
-1时, 4-CP 加或不

加 FA ( 0. 66mg·L
-1 )的 2种处理均无显著性

差异; 浓度在 15mg·L
-1
时, 除 MN 参数外, 2

种处理的其余 3项细胞毒性参数与阴性对照相

比都存在显著性差异( P< 0. 05) ; 20mg·L
-1
浓

表 1　用 CBMN 法测量各处理组造成 CHO细胞的细胞毒性效应

处理 参　　　　数

4-CP/ mg·L -1 FA/ mg·L-1 M N BNM N NDI CBPI

0 3 34. 33±5. 033 31. 00±3. 000 1. 631±0. 078 1. 624±0. 073

5 0 38. 67±4. 509 33. 67±3. 512 1. 631±0. 012 1. 622±0. 103

5 3 49. 33±14. 74 43. 33±9. 504 1. 603±0. 091 1. 596±0. 085

10 0 46. 67±9. 292 40. 33±6. 807 1. 581±0. 079 1. 574±0. 079

10 3 51. 33±13. 65 45. 33±9. 713 1. 555±0. 074 1. 547±0. 073

15 0 51. 00±15. 13 44. 67±10. 261) 1. 516±0. 0821) 1. 510±0. 0801)

15 3 59. 33±11. 02 51. 67±6. 6581) 1. 494±0. 0831) 1. 491±0. 0841)

20 0 59. 67±19. 141) 51. 67±11. 932) 1. 394±0. 0732) 1. 391±0. 0692)

20 3 74. 33±20. 742) 61. 67±12. 662) 1. 366±0. 0682) 1. 363±0. 0682)

阴性对照 30. 33±3. 512 27. 33±0. 577 1. 684±0. 088 1. 675±0. 083

阳性对照 156. 7±17. 243) 114. 7±9. 0183) 1. 415±0. 0481) 1. 412±0. 0481)

　　1) P < 0. 05　　2) P < 0. 01　　3) P< 0. 001

度的4-CP 加或不加FA 的2种处理,除单用4-

CP 时 MN 有显著性差异外, 其余各参数差异

均非常显著( P< 0. 01) .

　　在实验剂量范围内, 4-CP 加或不加 FA

组, 4-CP 的剂量都与 MN 和 BNMN 存在非常

显著的线性正相关, 与 NDI 和 CBPI 存在非常

显著的线性负相关(见表 2)

　　表 3为用成对数据平均数间的 t测验法对

4-CP 加或不加 FA 的 2种处理间细胞毒性效

应的比较.

表 2　受试组的剂量与 CBMN 各参数间的回归分析

参数
处　　　理

4-CP 4-CP+ FA

M N
r = 0. 995

P < 0. 001
r= 0. 972

P< 0. 01

BNMN
r = 0. 998

P < 0. 001
r= 0. 977

P< 0. 01

NDI
r= -0. 980

P < 0. 01
r = -0. 960

P< 0. 01

CBPI
r= -0. 977

P < 0. 01
r = -0. 960

P< 0. 01
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表 3　4-CP 加或不加 FA 对细胞毒性效应的比较

检验 MN BNM N NDI CBPI

t 4. 295 5. 662 5. 709 2. 923

P < 0. 05 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 05

　　由表 3可见: 4-CP 加或不加 FA 2种处理

间 4 个细胞毒性参数都存在显著性差异,对于

细胞毒性参数 MN 和 CBPI, P < 0. 05; 对于

BNMN 和 NDI, P< 0. 01, 说明 4-CP 与 FA 的

协同作用比用 4-CP 单独处理细胞毒性加强.

3　讨论

实验表明: 在 4-CP 为 20mg·L -1的剂量范

围内,对于 4-CP 单独处理组和与 FA 联合处理

组( FA 剂量为 0. 66mg·L
-1 ) , M N 和 BNMN

值都与 4-CP 的剂量存在着显著性正相关, 而

NDI 和 CBPI 值都与其存在显著性负相关. 说

明在 2种处理情况下,随着 4-CP 浓度升高,染

色体的断裂损伤加重, 细胞核的分裂减慢, 细胞

周期被延迟.这一结果与 5-CP 对体外细胞遗

传损伤呈现阳性的结果一致
[ 13]

. 方差分析说

明:在 4-CP 单独使用或 4-CP 与 FA 联合使用

的 2 种处理中, 当 4-CP 的浓度为 15mg·L -1

时,除参数 MN 外, 其余细胞毒性参数与阴性

对照组相比都有显著性差异( P< 0. 05) ; 当 4-

CP 浓度达到 20mg·L
-1时, 除单独用 4-CP 处

理对于参数 MN 有显著性差异外, 其余各项细

胞毒性参数都有非常显著性差异( P< 0. 01) .

这些数据说明水体中如果含有高于 15mg·L
-1

的 4-CP,至少会对体外培养的 CHO 细胞有一

定的细胞毒性.

虽然 0. 66mg·L
-1
浓度的 FA 与阴性对照

组相比细胞毒性效应没有显著性差异, 但是用

成对数据比较法对于相同的 4-CP 浓度, 加 FA

与不加 FA 之间, 细胞毒性效应有显著性差异,

说明两者的协同作用使细胞毒性增强.

水体中普遍存在着天然腐殖质, 氯酚类有

机物又是水体中常见的污染物,已有的研究表

明:天然腐殖质可与氯酚类有机污染物结合而

改变污染物在水环境中的存在形态[ 5—6] ,但这

种形态改变所引起的细胞毒性变化尚未见报

道.本工作表明: 腐殖质对氯酚细胞毒性的协同

作用应引起重视.
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