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摘要 介绍一种简便 !快速检测涕灭威对 ⁄损伤的方法 并将这种方法与其他几种检测 ⁄损伤的方法进行

了比较 这种方法直接把菌体或组织匀浆液放入琼脂糖凝胶的加样孔穴中 在原位裂解后 在较高  环境下进

行电泳 根据 ⁄的量和损伤程度评价涕灭威对生物个体或生态系统产生的影响 
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  电离辐射 !紫外线和环境污染物都可引起 ⁄ 单

链和双链断裂 严重的不能被修复的链断裂很可能会

导致致癌 !致畸 !致突变 甚至引起生物体的死亡≈ 所

以通过对 ⁄ 链损伤的检测不仅可以用于检测一种

污染物对生物体 ⁄ 链断裂损伤的程度 !修复与否 

还可以检测多种复合污染物对 ⁄ 链的影响 这对于

研究多种复合污染物在多介质多界面中的环境行为以

及在环境生态毒理学 !致癌作用及老化等方面将具有

重要意义≈ 

当进行电泳时 发生双链或单链断裂的 ⁄ 泳动

速度就会发生改变 再通过图像分析仪的精确分析 

⁄带的量与正常对照组比较 就可以检测并比较

⁄受到损伤的程度    

目前 常用的 ⁄ 链断裂检测方法有 蔗糖密度

梯度离心 !微孔滤膜洗脱 !羟基磷灰石层析等 但上述

方法均有操作复杂 !费时 !有的还需要放射性同位素标

记细胞等缺点≈ 因此 笔者对上述实验过程加以改

进 将受到不同浓度涕灭威或涕灭威混合物作用的菌

体或组织匀浆液直接加入琼脂糖凝胶的孔穴中 并把

十二烷基磺酸钠≥⁄≥和   也直接加入同一样品

穴中 在低温下经过短时间的裂解后 在较高  环境

下进行电泳 根据 ⁄与溴乙锭∞形成的荧光强度

计算出受损伤 ⁄ 的量 与对照组比较 从而判断涕

灭威或其复合物体系对 ⁄的损伤程度 

涕灭威是氨基甲酸酯类广谱杀虫剂 国

内外已广泛使用 

1  材料和方法

1 1  材料

分析纯药品 三羟甲基氨基甲烷× 乙二胺

四乙酸二钠∞⁄×  十二烷基磺酸钠≥⁄≥ 十二烷

基苯磺酸钠≥⁄≥   ≤硼酸 甘油 溴乙锭

∞ 溴酚蓝 

生化试剂 琼脂糖 牛肉膏 蛋白胨 

涕灭威 纯度    购自天津农药研
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假单孢杆菌 ⁄° 菌株  Πσευδοµονασ  ≥

⁄° 南开大学分子生物学研究所蔡宝立教授惠赠 

蚕豆苗 薯苗 本实验室培育 

 ≅ ×∞缓冲液 ×碱 硼酸 ∞⁄× 

1蒸馏水 1 

样品缓冲液 1 溴酚蓝  甘油的水溶液 

裂解液    与   ≥⁄≥ 等体积混匀 

临用前配制 

× ∞溶液  ×2≤ ∞⁄×  

1 

∞ 棕色瓶  ε 贮存 

牛肉膏蛋白胨培养液

实验仪器  ∏2 小型电泳仪 株式会

社 × 2≤ 型台式高速离心机上海安亭科学仪器

厂 × 2型恒温振荡器上海医疗器械四厂 2

∂ ⁄≥ °  

1 2  方法

涕灭威对假单孢杆菌 ⁄ 的影响  支试管

分装牛肉膏蛋白胨培养液各 灭菌后  支试管加

无菌水 作为对照 另外 支试管分别加入浓度为

1    的涕灭威溶液各 涕灭威

实际浓度为 1 1 1 1 1

 各管中分别接种假单孢杆菌菌液 于  ε 下以

的速度振荡培养 后 进行检测 

各取菌液 1放入 1离心管中 以 

的速度离心 弃去上清液 加入 Λ × ∞

冷 振摇使菌体完全悬浮 

 涕灭威对蚕豆根细胞 ⁄ 的影响  取市售

蚕豆 用自来水浸泡 每 换 次水后 选取饱

满 !大小均匀的颗粒 置于湿润的经消毒过的锯末上 

在室温下避光培养至长出  ∗ 的根 

选出根长度相近的蚕豆株 用自来水冲洗后 把根

尖浸入浓度分别为  作为对照 1    

的涕灭威水溶液中 

培育 后取出 用自来水冲洗 用吸水纸吸去表

面水 称取经每种浓度涕灭威处理的根尖 1剪碎后

加 Λ × ∞冷溶液匀浆 

 涕灭威和十二烷基苯磺酸钠≥⁄≥对薯苗

⁄的影响  将长出  ∗ 片叶子的薯苗自红薯块茎

上掰下 将薯苗基部向下 放入 烧杯中 分别加

入 曝气自来水作为对照与用曝气自来水配制

的含有 1≥⁄≥ !1≥⁄≥和 涕灭

威 !1 ≥⁄≥ 和 1涕 灭 威 ! 1

≥⁄≥和 涕灭威 !1涕灭威各 烧杯

口蒙上保鲜膜只让薯苗露出 防止水分蒸发 室温下培

育 薯苗长出约  根后 从烧杯中取出薯苗 用

自来水冲洗根部 用吸水纸擦干表面的水分 自根尖始

剪下  ∗ 的长度 称取经每种浓度涕灭威和 ≥⁄≥

处理的根尖 1加入 Λ预冷的 × ∞溶液匀浆 同

时取每种浓度处理的薯苗根尖 按常规微核检测方法

检测产生微核千分率 

取琼脂糖 1加  ×∞溶液 经高温溶化

后 冷至  ε 左右时 加 1Λ  ∞溶液 混匀

后制胶板 然后取悬浮液或匀浆液 Λ加入孔穴中 再

分别加入 Λ裂解液和样品缓冲溶液 在  ε 下静置

以 × ∞溶液为电泳缓冲液 在  ε !∂ 电压下

电泳  ∗ 用  ∂ ⁄≥ 照相并扫描计算

⁄含量 以荧光强度积分值表示 即 ⁄值2

  ⁄ 

2  结果与讨论

2 1  涕灭威对蚕豆根细胞 ⁄的影响

不同浓度涕灭威对蚕豆根细胞 ⁄ 的影响 如图

所示 

图 1  涕灭威对蚕豆根细胞 ∆ΝΑ的影响

ƒ  ⁄ 

 ∏ 

由图 可以看出 在涕灭威浓度很低的情况下 

⁄值略有上升 说明对 ⁄ 链损伤不大 但是当涕

灭威浓度大于 时 ⁄值迅速下降 说明 ⁄

开始受到严重损伤 

2 2  涕灭威对假单孢杆菌 ⁄的影响

不同浓度涕灭威对假单孢杆菌 ⁄ 的影响 如表

所示 

  由表 可以看出 在涕灭威浓度很低的情况下 

⁄值上升 说明此时涕灭威对 ⁄ 影响不大 但是

当涕灭威浓度大于 1时 ⁄值迅速下降 说

明 ⁄开始受到严重损伤 
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表 1  涕灭威对假单孢杆菌 ∆ΝΑ的影响

×  ⁄  Πσευδοµονασ≥ ⁄°

∏ 

泳道 泳道  泳道  泳道  泳道 

涕灭威浓度#        

⁄值 ≅         

2 3  涕灭威和十二烷基苯磺酸钠 ≥⁄≥对薯苗

⁄的影响

不同浓度涕灭威和十二烷基苯磺酸钠对薯苗根

⁄的损伤如图 和表 所示 

由表 可以看出 在 ≥⁄≥浓度相同的情况下 在

涕灭威浓度很低时 ⁄值上升 说明此时涕灭威对

⁄影响不大 但是随着涕灭威浓度的升高 ⁄值

迅速下降 说明 ⁄开始受到严重损伤 

薯苗根尖的微核检查 只有 1≥⁄≥与

图 2  涕灭威和十二烷基苯磺酸钠

对薯苗根 ∆ΝΑ的影响

ƒ  ⁄ 

∏ ≥⁄≥

涕灭威复合物处理的植株根细胞才能检出有微

核产生 微核千分率在  ϕ左右 

表 2  涕灭威和十二烷基苯磺酸钠对薯苗根 ∆ΝΑ的影响

×  ⁄ ∏ ≥⁄≥

泳道 泳道  泳道  泳道  泳道  泳道  泳道 

#         

≥⁄≥#           

⁄值 ≅             

2 4  与其他检测方法的比较

近年以来 许多学者采用单细胞凝胶电泳≥

≤  ∞≥≤ ∞技术观察单个细胞 ⁄

损伤 该方法是一种比较简便的检测单个哺乳动物细

胞 ⁄断裂的技术≈ 但仍需单细胞的分离等前处理

操作 计算时误差大 电泳凝胶板需铺  层胶 制作复

杂 且低熔点琼脂糖比普通琼脂糖贵十几倍 费用高 

目前最灵敏最准确检测残留农药的酶联免疫∞2

∏2 ∞技术 检测涕灭威在果

汁和水中的最低检出浓度分别为 1和 1

≈ 但是不能反映其生物活性 而本方法在 1

低浓度下就可以反映出涕灭威的生物有效性 与常规

的微核检测法相比 不仅检测时间由  ∗ 缩短为  ∗

而且使检测涕灭威生物毒性的灵敏度提高了 

倍 

本方法是将受到污染物作用的菌体或组织匀浆液

直接加入琼脂糖凝胶的加样穴中 不必进行繁琐的提

取和纯化 从而既简化了操作步骤 又节省了时间 也

避免了在提取过程中人为造成的 ⁄ 损伤 该方法简

便 !灵敏 只需  ∗ 就可以完成整个检测过程 

另外 将裂解液直接加入凝胶的孔穴中既巧妙地

吸取了 ≥≤ ∞原位反应的优点 又避免了 ≥≤ ∞因电

泳分离效果差而引起的计算上的误差 

本方法可以用于综合评价多种复合污染物在多介

质多界面环境体系中对于环境生物的影响 直接联系

污染物浓度与效应 精确地判定污染物引起的 ⁄ 变

化对生物个体或生态系统的影响 可以联系微观和宏

观效应 实现对长期生态效应进行短期预测的目的 因

此对于环境管理 !风险性评价和生态系统平衡等方面

将具有重要意义 
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