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铜离子对锦鲤 DNA的损伤

刘秋妤1，陈 新1，2，覃宗敏1，卓 文1，唐 敏1，2

( 1． 海南大学 材料与化工学院，海口 570228; 2． 南海海洋资源利用国家重点实验室( 海南大学) ，海口 570228)

摘 要: 通过微核和彗星试验检测了铜离子胁迫下锦鲤( Cyprinus carpio) 外周血细胞 DNA损伤情况。实验发
现不同浓度铜离子胁迫 48 h后，锦鲤外周血细胞的彗星率( 17． 7%，44． 4%，60． 0%，88． 9% ) 和微核率( 0． 4‰，
8． 4‰，9． 8‰，12． 2‰) 与铜离子浓度呈正相关。细胞尾部 DNA 含量( 2． 91%，5． 74%，8． 43%，11． 28% ) 、尾长
( 47，74，108，112 μm) 和Olive尾距( 4． 51，9． 39，17． 68，18． 62) 也都随铜离子浓度升高而呈增长趋势，而且G2，G3
组均显著高于对照组( P ＜0． 05) 。2 种试验方法所获结果相互印证，从不同角度揭示了铜离子对锦鲤外周血
细胞的遗传毒性效应。特别是微核试验灵敏度较高，步骤简捷，成本低廉，在生态遗传毒性检测应用推广方
面具有较大优势。
关键词: 锦鲤; 铜胁迫; DNA损伤
中图分类号: X 174 文献标志码: A DOI: 10． 15886 / j． cnki． rdswxb． 2018． 04． 004

国家环境保护局统计资料显示，全国 500 多条主要河流中，约 80%的水体都受到不同程度的污染［1］。
近年来，我国加大了水环境污染治理力度，在局部地区已取得显著成效，同时促进了水生态生物学毒性检

测评价和生物监测研究工作［2］。水体重金属污染不易发现，难以治理，经生物富集和食物链传递可严重
危害生态系统，甚至危及人类生命健康［1，3］，其中重金属造成的遗传毒性效应引起了人们的重视。鱼类在
水体食物链中常处于较高阶层，对水环境变化反应灵敏，是较理想的生物监测或检测对象［4］。鲤是国际
经济合作与发展组织( OECD) 推荐的 7 种试验鱼类之一［5］，在水生生态毒性检测领域应用较广，在多种有
机物和无机物的遗传毒性检测中都取得了良好效果［6 － 12］，在复杂水样的毒性评价中也表现良好［13］。这
些研究主要采用了彗星试验和 /或微核试验作为测定细胞 DNA 损伤的重要手段［14］。这 2 种方法在试验
结果显示和机理等方面具有各自的特点，彗星试验检测单细胞 DNA链损伤以及被 DNA 修复系统移除的
片段时［8］所需细胞相对较少; 微核试验针对染色体断裂和纺锤体损伤进行研究［15］，操作快速简捷。锦鲤
( Cyprinus carpio) 易饲养，较敏感，是水生生态毒理研究和检测中常用的受试生物，在急性毒性研究方面已
积累了很多有价值的资料［3，16 － 17］。本研究通过彗星试验和微核试验，探索重金属铜对锦鲤外周血细胞
DNA的损伤作用，比较这两种方法在生态毒性检测研究中的适用特点; 同时，期望从生态遗传毒性角度研
究锦鲤对重金属铜胁迫的响应特点，为水环境监测提供参考资料。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 锦鲤购自海南源发锦鲤观赏鱼厂，体长( 10． 93 ± 0． 90) cm，体质量( 12． 60 ± 2． 28) g。
配制铜离子溶液( CuSO4 0． 6 mg·L －1 ) ，PBS 缓冲液( NaCl 137 mmol·L －1，KCl 2． 7 mmol·L －1，Na2HPO4

10 mmol·L －1，KH2PO4 2 mmol·L －1 ) ，NaOH 溶液( 0． 5 mol·L －1 ) ，裂解液前体( NaCl 2． 5 mol·L －1，

Na2EDTA 0． 01 mol·L －1，Tris 0． 165 mol·L －1，pH10) ，裂解液( 89 mL裂解液前体，10 mL DMSO，1 mL Tri-
tion X-100，pH12) ，w = 10%吉姆萨染液。所用化学试剂均为分析纯。



1． 2 实验方法
1． 2． 1 锦鲤驯养 锦鲤的实验室适应性驯化培养，驯养期间持续适量充气。隔日清理水体中的残渣和
排泄物，半量换水。每日定期观察锦鲤生活状况和行为。驯养期间锦鲤的生长及摄食等行为表现正常，
死亡率低于 5%。
1． 2． 2 曝毒试验 经预实验及《渔业水质标准》［18］确定铜离子质量浓度范围，设置对照组和实验组，其
中对照组加入 10 L充分曝气的自来水，实验组 G1，G2 和 G3 铜离子质量浓度分别为 0． 100，0． 160，0． 256
mg·L －1。每个质量浓度梯度，放入随机选取的 10 条健康锦鲤，毒物曝露 48 h。每组设 3 个平行。
1． 2． 3 彗星试验 采用尾静脉取血法［19］取锦鲤外周血。细胞计数后，PBS 缓冲液调整细胞密度( 105 ～
108 个·mL －1 ) ，用于彗星试验。参考文献［20 － 21］，在洁净的磨砂载玻片表面铺 3 层琼脂糖凝胶，第 1层
取质量分数为1%琼脂糖;第2层为细胞液与质量分数为0． 8%低熔点琼脂糖的混合液;第3层为低熔点琼脂
糖。待凝胶固化后，4 ℃条件下裂解 1 h，电泳( 20 V，300 mA) 20 min。随后将玻片放入低温 Tris-HCl溶液中
和、蒸馏水润洗、乙醇脱水，自然晾干，SYBＲ Green染色，在荧光显微镜( OLYMPU BX51) 下观察。
1． 2． 4 微核试验 取锦鲤外周血制作涂片，甲醇溶液固定，吉姆萨染液避光染色，润洗后自然晾干。显
微镜( SA3300PL) 下检测微核。每组随机统计 2 000 个左右的红细胞，计数出现微核的细胞，观察结果以
微核率( ‰) 表示。

微核率( ‰) =出现微核的细胞数量
观察的细胞总数

× 1 000 。

1． 3 数据统计与分析 采用 CASP 软件测量和分析彗星试验各参数，以尾部 DNA含量( % )、尾长、Olive
尾矩为指标［22 － 23］，对细胞 DNA损伤程度进行分级和评价［24］。根据尾部 DNA含量( % ) 判断损伤等级: 0 级
损伤 ＜ 5% ; 5%≤Ⅰ级损伤 ＜20% ; 20%≤Ⅱ级损伤 ＜ 40% ; 40%≤Ⅲ级损伤≤95% ; 全损伤 ＞ 95% ; 各组彗星
率为损伤细胞占总观察细胞的百分比。采用 SPSS 18． 0 对彗星试验和微核试验结果进行单因素方差分析
( One-way ANOVA) ( P ＜0． 05)。

2 结果与分析

2． 1 彗星试验结果 显微镜下对照组细胞呈圆形，荧光亮度强，极少部分呈短尾的彗星状( 图 1 A) ; 而 3
个曝毒组细胞的荧光强度相对较弱，出现彗星的细胞数较多，且随着 Cu2 +浓度增大，彗星细胞呈逐渐增多

的趋势，彗星头部荧光亮度也减弱，尾长逐渐增加( 图 1 B，C，D) 。结果分析表明，彗星率随 Cu2 +浓度的增

加呈上升趋势( 图 2) ，G2 组( 60． 0% ) 与对照组( 17． 7% ) 呈现显著差异，P ＜ 0． 05; 高浓度 G3 组( 88． 9% )
与对照组呈极显著差异，P ＜ 0． 01。用 CASP软件分析的结果发现，G2，G3 组细胞尾部 DNA含量( % ) 、尾
长和 Olive尾距均极显著高于对照组，P ＜ 0． 01( 表 1) 。随着铜离子浓度的增大，各组细胞尾部 DNA 含量
( % ) 、尾长和 Olive尾距也都相应呈增长趋势。
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实验发现对照组、实验组 G1 和 G2 的 DNAⅠ级
损伤率分别是 17． 7%，44． 4% 和 60． 0%。G3 的
DNA损伤率是 88． 9%，其中Ⅰ级损伤约占 85． 0%，Ⅱ
级损伤约占 15． 0%。
2． 2 微核试验结果 显微镜下观察血涂片，可见
细胞核及其微核都呈紫色( 图 3) 。统计锦鲤外周
血细胞总数和出现微核的细胞数，以此计算各组

的微核率。可见，随着 Cu2 +浓度增加，微核率呈逐

渐升高的趋势( 图 4) 。G1，G2 和 G3 的微核率，均
与对照组呈现极显著差异( P ＜ 0． 01) 。

3 讨 论

铜离子对水生动物和两栖动物的遗传毒性作用已有相关报道，小锯盖鱼( Centropomus parallelus) 在含
铜离子 13，26 μg·L －1时胁迫 30 d和 60 d，其血细胞微核率与对照组均出现显著性差异( P ＜ 0． 05) ［25］。
Guaribas河中野生罗非鱼( Oreochromis niloticus) 的血细胞彗星损伤指数( index of damage) 与水体中重金属
含量和水温呈正相关［26］。条纹鲮脂鲤( Prochilodus lineatus) 暴露于铜质量浓度为 5，9，20 μg·L －1的溶液

96 h后 DNA损伤程度与对照组产生差异，其中高浓度组 44%的细胞尾长超过直径的 2 倍［27］; 本实验中
G1，G2，G3 组的彗星率均高于对照组，且随铜离子质量浓度增加，血细胞 DNA损伤程度加重。可见，水环
境中一定浓度的铜会造成多种水生动物遗传物质损伤。目前，铜对动物细胞 DNA 损伤的分子机理尚不
清楚，有试验［28］推测铜造成 DNA损伤可能是 DNA受脂质过氧化过程中产生的 MDA 和中等反应活性的
脂自由基等的攻击; 另有试验［29］显示铜可抑制 DNA的修复。
本实验中锦鲤曝毒 48 h后，其外周血红细胞的微核率与铜离子浓度呈正相关，当铜离子质量浓度为

0． 100 mg·L －1时的微核率为 8． 2‰，显著高于对照组( P ＜ 0． 01) 。有文献表明，鲫( Carassius auratus) 在
铜离子质量浓度为 0． 02 mg·L －1时胁迫 7 d，其外周血红细胞微核率达到 41． 7‰，与对照组( 6． 6‰) 呈显
著差异［30］，随着铜离子质量浓度从 0． 012 5 mg·L －1升高到 1． 0 mg·L －1，鲫的微核率、核异常率与总核异常
率都呈上升趋势［31］; 中国花鲈( Lateolabrax japonicus) 幼鱼［32］，在铜离子质量浓度分别为 0． 21 和 0． 28 mg·
L －1时胁迫 96 h，其血细胞微核率分别为 0． 40‰和 0． 34‰，与对照组( 0． 09‰) 无显著差异，仅在铜离子质量
浓度为 0． 42 mg·L －1时微核率( 0． 75‰) 显著高于对照组( P ＜ 0． 05) 。为此，从鱼外周血红细胞的微核试
验结果可知，不同种类的鱼对铜离子造成的遗传毒性敏感度是不同的。此外，本实验中锦鲤红细胞的微
核率呈现的正相关剂量效应与王利等［33］的研究结果相符，但是在相同浓度下，本实验锦鲤普遍表现出较

高的微核率，推测这可能与试验中所用鱼的体质量有关，本实验中鱼的平均体质量约为王利等试验鱼的
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1 /5，可能在微核试验中对铜离子的遗传毒性胁迫表现得更敏感。因此，建议在选取试验动物时要关注鱼
体的指标特征，特别在制定相关标准时对此应有一定的要求。
笔者发现 G1组( 铜离子质量浓度 0． 100 mg·L －1 ) 锦鲤彗星试验的各项指标与对照组无显著差异，但在

微核试验中微核率出现极显著差异( P ＜ 0． 01)。与本研究结果相似，Tolga［34］研究发现金鱼( Carassius aura-
tus) 在除草剂 Gesaprim质量浓度为 10 μg·L －1时胁迫 6 d，血细胞的彗星试验遗传损伤指数( GDI =1． 05) 与
阴性对照组( GDI =0． 20) 出现极显著差异( P ＜0． 01) ，而微核率( 4． 20‰) 与阴性对照组的微核率( 2． 44‰) 出
现显著差异( P ＜0． 05)。比较彗星试验和微核试验的结果可见，不同检测方法的结果呈现一定的差异，因此
需根据实验目的和试验条件，选择适宜的检测方法进行分析，以对实验结果进行准确评价。
在彗星实验技术方面，尽管有研究表明乙醇脱水干燥法保存琼脂片具有稳定性［35］，但本实验用密封

袋封装的琼脂片在 4℃下保存 28 h 后，观察过程中发现部分样品背景存在大量微小荧光点，干扰分析。
推测这可能是样品在脱水后保存过程中受到了污染。为了尽量避免污染影响实验结果，样品在脱水后应
尽快进行镜检。
本实验采用的微核试验和彗星试验具有不同的检测终点和机制［13］，都可显示 Cu2 +对锦鲤外周血细

胞的遗传效应，2 种方法获得的实验结果有较好的相互印证作用，都可应用于水环境重金属的遗传毒性检
测和监测。特别是微核试验灵敏度较高，步骤简捷，成本低廉，在遗传毒性检测方面具有较大的优势。
致谢:徐利婷、毋越等同学，海南大学分析测试中心对本实验给予了大力支持和帮助，一并致谢!
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DNA Damage of Cu2 + to Cyprinus carpio

LIU Qiuyu1，CHEN Xin1，2，QIN Zongmin1，ZHUO Wen1，TANG Min1，2

( 1． College of Materials and Chemical Engineering，Hainan University，Haikou，Hainan 570228，China

2． State Key Laboratory of Marine Ｒesource Utilization in South China Sea ( Hainan University) ，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: Common carp ( Cyprinus carpio) was cultured and exposed to different concentrations of Cu2 +，and
the DNA damage of the peripheral blood cells of C． carpio was analyzed by using the micronucleus test and the
comet assay． The results showed that the rates of comet ( 17． 7%，44． 4%，60． 0%，88． 9% ) and micronucleus
( 0． 4‰，8． 4‰，9． 8‰，12． 2 ‰) of the peripheral blood cells of C． carpio in the control，G1，G2 and G3
were positively correlated with the concentration of Cu2 + after C． carpio were exposed to Cu2 + for 48 hrs． Under
the stress of Cu2 + for 48h the tail DNA content ( 2． 91%，5． 74%，8． 43%，11． 28% ) ，tail length ( 47，74，
108，112 μm) and Olive tail moment ( 4． 51，9． 39，17． 68，18． 62) in the control，G1，G2 and G3 all tended
to increase with the rise of Cu2 + concentration and they were significantly higher in the groups G2 and G3 than in
the control group ( P ＜ 0． 05) ． The results of either the micronucleus test or the comet assay corroborated the ge-
netic damage by Cu2 + to the peripheral blood cells of C． carpio from different aspects． In particular，the micro-
nucleus test was high in sensitivity，low in cost，and simple in steps and will have a high potential of application
and extension in the test of ecogenotoxicity．
Keywords: Cyprinus carpio; Cu2 + stress; DNA damage
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