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提要    以大弹涂鱼为研究对象, 应用单细胞凝胶电泳技术并结合外周血基因组 DNA 琼脂糖凝胶
电泳, 研究了镉胁迫对大弹涂鱼外周血细胞的遗传损伤。结果表明：(1) 镉对大弹涂鱼外周血细胞是
遗传毒性而非细胞毒性, 并且产生的遗传损伤存在显著(P<0.01或 P<0.05)的剂量效应, 染毒 1h的大
弹涂鱼的全长和尾长与浓度的相关方程分别是 y = 29.592x－10.576 (r2 = 0.9786), y = 28.417x－14.859 
(r2 = 0.9857), 染毒 2h的大弹涂鱼的全长和尾长与浓度的相关方程分别是 y = 32.044x－5.0235 (r2 = 
0.941), y = 29.911x－9.539 (r2 = 0.9635)。(2) DNA的损伤程度和污染胁迫之间存在着时间效应。以上
结果表明, DNA损伤可作为大弹涂鱼受镉胁迫时的生物指标。 
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重金属镉属动物非必需元素, 具蓄积毒性, 能引
起生物体基因突变和 DNA 损伤, 并可以通过食物链
富集, 对动物和人体健康造成危害。近来, 海洋环境
中的重金属镉污染具有逐渐加大的趋势, 因此, Cd的
毒理学特别是分子毒理学研究越来越受到重视(贺广
凯, 1996; 刘春颖等, 2001; 刘伟成等, 2006)。过去人
们采用各种方法研究 Cd 引起的基因毒性以预测污染
带来的潜在风险, 如 Allium 试验、染色体断裂(CA)、
Ames实验等, 但有些方法操作繁琐、花费高, 不利于
广泛采用。单细胞凝胶电泳(Single cell gel electro-
phoresis, SCGE)又称彗星实验(Comet assay), 是一种
快速、简单、可靠的基因毒性研究方法, 可以定量检
测真核细胞中的多种形式的DNA损伤, 如单链断裂、
双链断裂、碱性不稳定位点不完全切除以及 DNA 交
联等(Navarrete et al, 1997)。自 Ostling等(1984)首次
报道以来 , 研究人员对单细胞凝胶电泳方法进行了
大量改进, 其中 Singh 对其改进后的方法被认为是较
经典的操作方法(Singh, 1994, Singh et al, 1988)。 

大弹涂鱼 (Boleophthalmus pectinirostris)隶属鲈
形目、 虎鱼亚目、弹涂鱼科、大弹涂鱼属, 为沿岸
暖水两栖鱼类, 广泛分布于浙江、江苏、福建、广东
以及台湾沿海等地, 具有食物链短、易养活等特点(刘
伟成等, 2006)。已有的研究表明大弹涂鱼的多项生理
指标对环境污染物敏感(冯涛等, 2001a, b, 2003; 李明
云等, 2005; 郑微云等, 2000)。 

本研究以大弹涂鱼为实验材料 , 采用单细胞凝
胶电泳、琼脂糖凝胶电泳试验的方法检测了镉胁迫对

大弹涂鱼外周血的遗传损伤, 探讨了 DNA 损伤作为
污染暴露生物标记的可行性 , 同时为镉的血液毒理
学以及评估镉对海洋生态系统的影响提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
实验所用野生大弹涂鱼捕自浙江宁波镇海沿海, 

体长 10.8—13.5cm, 体重 8.4—11.8g。样本鱼在实验
室清洁海水(曝气自来水和海水晶配制, 盐度为 17.65—
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18.30)中暂养 7 天, 选取活泼、无病、表皮无损伤的
个体进行实验。氯化镉、十二烷基肌氨酸钠为 Sigma
公司产品 , 其他药品购自上海生工生物工程技术服
务有限公司。 
1.2  SCGE检测 Cd对大弹涂鱼血细胞 DNA 损伤的

影响 
1.2.1  大弹涂鱼血细胞样品处理    取健康大弹涂
鱼, 用肝素钠处理过的注射器尾动脉取血, 每次取样
10尾。将血液用 PBS稀释到 105—106个细胞/ml分装, 
加入 CdCl2母液使终浓度分别为 0.05、0.5、5mg/L (参
考国家渔业水质标准中所规定的镉离子浓度为

0.005mg/L, 3个浓度组分别为标准浓度的 10倍、100
倍和 1000倍), 另设空白对照组, 于 25℃分别染毒 1h
和 2h后, 2000r/min离心 5min收集细胞, 用台盼蓝染
色 15min后检查细胞染毒后活性。其中折光强的为活
细胞, 染色的为死细胞。 
1.2.2  凝胶制备    本实验采用目前最常用的“三明
治”三层凝胶结构, 铺设方法参考 Singh(1994)、Singh
等(1988)。在预热的载玻片上滴加 100μl 45℃ 0.5%
正常熔点的琼脂糖, 盖上盖玻片, 4℃冷凝 10min。揭
去盖玻片, 将 1%的低熔点琼脂糖与血细胞悬液等体
积混匀, 取 85μl 滴在第一层胶上, 迅速盖上盖玻片, 
同样 4℃冷凝 10min; 最后加 90μl的 0.5%的低熔点琼
脂糖, 加盖玻片后 4℃使其凝固。 
1.2.3  细胞裂解与 DNA 解旋    于 4℃将载玻片水
平浸于高盐裂解液 (NaCl 2.5mol/L, Na2EDTA 100 
mmol/L, Tris-HCl 10mmol/L, 1%十二烷基肌氨酸钠, 
临用前加 Trition X-100 终浓度为 1%, 二甲亚砜终浓
度为 10%) 中 4℃裂解 2h。裂解后用 PBS漂洗 3次, 放
入新配制的碱性电泳缓冲液中 (Na2EDTA 1mmol/L, 
NaOH 300mmol/L) 40min, 使 DNA变性解旋。 
1.2.4  电泳    变性结束后在 200mA下电泳 45min。
电泳过程中用滤纸吸除产生的泡沫避免影

响电流 , 同时通过调节缓冲液高度达到恒
压 20V。 
1.2.5  中和与染色    电泳结束后将载玻
片浸入 0.4mol/L的 Tris-HCl (pH 7.5)缓冲液
中, 中和 15min。随后用滤纸吸干, 浸入无水
乙醇放置 1h, 取去乙醇晾干。用 20μg/ml  
的丫啶橙染色 15min, 在荧光显微镜(NIKON 
ECLIPSE 80I)下观察, 随机测量 50 个彗星
尾长及全长, SPSS11.5进行数据分析, 评价
DNA损伤程度。 

1.3  外周血基因组 DNA琼脂糖凝胶电泳 
以 0.1 LD50(即浓度为 1.25mg/kg)的Cd2+对大弹涂

鱼进行腹腔注射染毒, 3 天后重复一次作为实验组, 
对照组注射等量生理盐水。第 7、14、19天分别进行
尾动脉取血 15尾, 2000r/min离心 10min, 弃血清取中
间层。用 0.01mol/L PBS等比稀释, 沿离心管壁滴加
在等体积淋巴细胞分离液液面上 , 2000r/min 离心
10min, 收集液面处白细胞, 4℃保存。按照常规酚-氯
仿法抽提基因组 DNA, 用 1%的琼脂糖凝胶电泳。 

2  结果 

2.1  镉胁迫对彗星尾长和全长的影响 
彗星实验结果见图 1, 各组彗星的全长和尾长见

表 1。实验结果显示同一染毒时间浓度越大彗星的拖
尾程度越强, 其中 5mg/L 浓度组染毒 1h 的全长和尾
长测定结果都最大。 彗星全长的测量结果, 0.05mg/L
组与对照组差异显著, 0.5mg/L与 0.05mg/L差异不显
著, 5mg/L与 0.5mg/L差异极显著; 就彗星尾长而言, 
仅有 5mg/L与 0.5mg/L存在极显著差异。在同一染毒
时间内, 随 Cd2+浓度增大, 彗星全长和尾长均增大, 
即存在剂量效应, 染毒 1h 的大弹涂鱼的全长和尾长
与浓度的相关方程分别是 y = 29.592x－10.576 (r2 = 
0.9786), y = 28.417x－14.859 (r2 = 0.9857), 染毒 2h的
大弹涂鱼的全长和尾长与浓度的相关方程分别是 y = 
32.044x－5.0235 (r2 = 0.941), y = 29.911x－9.539 (r2 = 
0.9635)。经台盼兰染色发现, 重金属镉染毒后的大弹
涂鱼外周血细胞的存活率>91%, 表明重金属镉对大
弹涂鱼外周血细胞的毒性系遗传毒性而非细胞毒性。 
2.2  镉胁迫对外周血细胞基因组 DNA 断裂程度的 

影响 
大弹涂鱼白细胞基因组 DNA琼脂糖电泳图谱如

图 2。试验结果表明对照组大弹涂鱼外周血 DNA 电 

 
 

图 1  5mg/L Cd2+处理 1h后大弹涂鱼外周血细胞 DNA损伤的彗星图像 
Fig.1  The comet image of erythrocyte of B. pectinirostris DNA exposed to 

cadmium (5mg/L) after 1h damage  
a. 对照组; b. 5mg/L Cd2+浓度处理组 
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表 1  镉胁迫对彗星尾长和全长的影响 
Tab.1  The tail length and comet length exposed to cadmium (Mean±SE) 

染毒 1h 浓度(mg/L) 长度(μm) 染毒 2h 浓度(mg/L) 长度(μm) 

全长 0.00 15.167±6.164a 全长 0.00 17.861±7.172A 

 0.05 56.515±5.295b  0.05 73.932±5.584B 

 0.50 73.940±4.721bc  0.50 88.854±7.321C 

 5.00 108.583±7.202D  5.00 119.701±9.0754D 

尾长 0.00 10.400±4.495a 尾长 0.00 14.333±7.129A 

 0.05 48.233±7.185ab  0.05 61.350±5.489B 

 0.50 67.348±5.523bc  0.50 77.261±5.297C 

 5.00 98.750±3.804D  5.00 108.734±7.453D 

注：测定数值用平均值±标准方差表示。两个浓度组有相同字母表示无显著差异(P>0.05), 不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 如
果出现与小写字母不同的大写字母或大写字母不同的表示差异极显著(P<0.01) 

 
泳后主要集中在两个长度范围内(图 2a); 染毒后大弹
涂鱼外周血 DNA 两个较长片段断裂呈梯状带, 其中
染毒 7天外周血基因组较长片段 DNA几乎完全断裂, 
断裂后的 DNA片断长度相对集中, 且断裂长度大(图
2b)。染毒 14天和 19天后, 两个较长范围的 DNA片
段已经不存在。比较第 3与第 4泳道的 DNA断裂片
段, 发现染毒 14天时大弹涂鱼外周血基因组 DNA断
裂的片断长度更短, 而 19d 时大弹涂鱼基因组 DNA
的断裂长度却有所增加(图 2c、d)。 

 

 
 

图 2  大弹涂鱼外周血基因组 DNA电泳图谱 
Fig.2  The electrophoresis of the DNA extracted from peripheral 

blood of B. pectinirostris exposed to cadmium 
1: 对照; 2: 染毒 7d; 3: 染毒 14d; 4: 染毒 19d 

3  讨论 

重金属镉能够造成机体内多种细胞的DNA损伤, 
进而发挥毒性作用。Mitchelmore等(1998)研究发现镉
在低浓度 (5— 35mmol/L)时诱导 8-羟基脱氧鸟苷
(8-OHdG)形成, 引起核 DNA 链断裂。Hirano 等(1997)
研究发现镉还能通过降低机体的抗氧化能力使细胞

对 8-OHdG的修复能力下降, 影响 DNA的碱基修饰。
同时镉还能降低 DNA 聚合酶活性, 影响其在碱基配
对中的高保真性(Palus et al, 2003)。刘伟成等(2006)
研究发现镉胁迫能诱导肝脏一种自由基催化酶黄嘌

呤氧化酶活性升高 , 催化产生自由基 , 从而造成
DNA损伤。 

单细胞凝胶电泳技术在监测评价污染暴露对动

物 DNA 损伤方面具有敏感性强、速度快、操作简单
等多方面优点(吴若菁等, 2005)。目前, 许多水生动物
的血细胞或其他实质细胞被用于单细胞凝胶电泳进

行水环境的污染监测, 包括斑马鱼(Brachydanio rerio) 
(Deventer, 1996)、贻贝(Mytilus edulis) (Hamoutene et 
al, 2002)等。本试验首次采用大弹涂鱼外周血细胞为
实验材料 , 应用单细胞凝胶电泳方法检测了镉胁迫
遗传微观损伤。实验结果表明, DNA的迁移距离和浓
度存在着明显的“剂量效应”, 可以作为污染暴露的生
物标记。同时 , 实验结果还显示对照组外周血细胞
DNA 在单细胞凝胶电泳实验中也表现有微弱的迁移
现象 , 作者认为主要是由于细胞分离时不可避免的
会受到某些非生理条件的影响, 使细胞 DNA 受到不
同程度的损伤, 从而导致微量 DNA 在电泳时发生迁
移 , 在已有的研究中也发现类似的现象(Betti et al, 
1994; Ribas et al, 1995)。 

大弹涂鱼外周血基因组 DNA 电泳结果表明, 镉
胁迫可以引起大弹涂鱼基因组 DNA 的断裂, 引起外
周血细胞的遗传损伤。实验结果表明, 镉胁迫条件下, 
7 天即能引起大弹涂鱼外周血基因组 DNA 断裂, 并
对其引起的遗传损伤在一定范围内存在明显的时间

效应, 可以作为污染暴露的生物标记。同时研究发现, 
染毒 14天、19天后, 对照组的两个长 DNA片段消失, 
但是相比较而言, 染毒 19天的外周血基因组 DNA断
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裂片段较长, 作者认为这可能与自身 DNA 损伤修复
有关。 

本研究从微观和宏观的角度评价了镉对大弹涂

鱼外周血细胞的遗传损伤, 总体而言, 单细胞凝胶电
泳所需时间短, 对镉胁迫最敏感。 
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GENTENIC DAMAGES IN PERIPHERAL BLOOD OF BOLEOPHTHALMUS 
PECTINIROSTRIS EXPOSED TO CADMIUM 

JIN Chun-Hua1,  LI Ming-Yun1,  LIU Wei-Cheng1, 2,  ZHANG Chun-Dan1,  CHEN Jiong1, 
SHI Yu-Hong1,  ZHU Ai-Yi3 

(1. Key Laboratory of Applied Technology of Marine Biology, Ministry of Education, Faculty of Life Science and Biotechnology,  
Ningbo, 315211; 2. Zhejiang Mariculture Research Institute, Wenzhou, 325000; 3. College of marine science,  

Zhejiang Ocean University, Zhoushan, 316004) 

Abstract    Cadmium stress on genetic damage of peripheral blood cells of marine fish Boleophthalmus pectinirostris 
was studied using single cell gel electrophoresis (SCGE) and DNA gel electrophoresis. The SCGE results shows that the 
cadmium toxicity in peripheral blood cells was not cytotoxicity but genotoxicity. Significant (P<0.05) dose-dependent 
correlation was found between DNA migrancy distance and cadmium concentration, and so did the time-dependent one. On 
the other hand. DNA repair occurred in late period with 0.1 LD50 in vitro cadmium exposure due probably to the 
self-immunity respond. These results suggest that the DNA damage can used as the biology markers of Cadmium stress on 
the B. pectinirostri. These characters made a possibility of field work, but the factor of age must be thought in field work. 
Key words    Cadmium,  Single cell gel electrophoresis (comet assay),  DNA gel electrophoresis,  Boleophthalmus 
pectiniros 


