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摘 要：通过单细胞凝胶电泳实验研究了不同浓度莫能菌素暴露对赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）体腔细胞 DNA 的损伤，结果显示，50
mg·kg-1 莫能菌素处理组尾部 DNA 含量值最大、尾长值最大、Olive 尾矩值最大，分别为 34.539%、107.736 μm 和 29.354；随着莫能

菌素暴露剂量的增加, 尾部 DNA 含量、Olive 尾矩和尾长损伤频率增加; 尾部 DNA 含量对莫能菌素暴露最为敏感，对照组和各处理

组的尾部 DNA 含量之间均存在显著性差异（P<0.05）；对照组与 15、25、50 mg·kg-1 处理组的 Olive 尾矩和尾长损伤频率之间均存在

显著性差异（P<0.05）；暴露浓度与尾部 DNA 含量、Olive 尾矩和尾长具有良好的剂量-效应关系（P<0.05）。实验结果表明，蚯蚓体腔

细胞 DNA 损伤可作为指示莫能菌素影响的生物标志物，彗星试验是检测莫能菌素暴露对赤子爱胜蚓活体基因损伤的有效手段。
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Abstract：The effects of monensin on DNA damage in earthworm coelomocytes（Eisenia fetida）were studied at different exposure concentra－
tion by comet assay, which was also known as the single cell gel electrophoresis（SCGE）assay. The results showed that monensin could
induce DNA damage of earthworm coelomocytes. The maximum value of tail DNA percent, tail length and olive tail moment were respectively
34.539%, 107.736 μm and 29.354 at the concentration of 50 mg·kg-1. There were significant differences between the control and treatments

（15、25、50 mg·kg-1）in tail DNA percent （P<0.05）. The significant dose-effect relationships were found among monensin concentration,
tail DNA percent, OTM and tail length（P<0.05）. DNA damage could be as biomarker to indicate the effect of monensin. The comet assay
was a useful tool to analyze DNA damage of earthworm and apply in genotoxicit diagnose and biomonitoring of monensin in environment.
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彗星实验（Comet assay），又称单细胞凝胶电泳（Sin－
gle cell gel electrophoresis，SCGE），是一种在单细胞水

平上检测 DNA 损伤的技术，它涉及当代生物学 3 大技

术：离心、电泳和荧光显微镜技术[1]。该技术由 Ostling
和 Johanson 首先建立，近年来发展迅速。彗星实验是

一种简便、快速、灵敏、高效的测试手段，因其所需细

胞少而成为科研工作者进行环境监测、流行病学调查

以及生态毒理学研究的有效工具。用蚯蚓体腔细胞来

做单细胞凝胶电泳实验，是对彗星实验方法的发展和

延伸[2]。
土壤生物对土壤生态学的发展有着巨大的影响。

蚯蚓作为土壤环境的指示生物广泛用于污染生态及

重金属和农药的相关毒理学研究，赤子爱胜蚓（Eise－
nia fetida）是目前研究土壤污染物各种生态毒性的标

准模式无脊椎动物，因其容易获得、饲养方便、成本

低、对毒性物质灵敏度高、又在土壤环境中生存，常作

为受试材料被广泛用于土壤环境污染物的生态毒性

评价[3]。蚯蚓体腔细胞彗星实验可以非常灵敏地检测

环境污染物对靶位和非靶位生物的遗传毒性效应。
“蚯蚓彗星实验技术”是近年来国际上出现的全新的
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土壤环境生态毒性的评价技术[4]。
为了评价莫能菌素对环境生物的潜在毒性效应，

应用蚯蚓体腔细胞彗星实验研究了不同剂量的莫能

菌素对蚯蚓体腔细胞 DNA 的损伤，以此评价莫能菌

素酸的遗传毒性特征，从而对含莫能菌素饲料添加剂

的安全性标准提供理论和技术依据，为评价莫能菌素

的生态毒性寻找一种简便、快捷的科学方法。

1 材料与方法

1.1 实验蚯蚓与土壤

赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）由海南大学农学院动

物科学实验室提供，选择 3 月龄以上，体重 300~400
mg，环带明显，健康成熟的蚯蚓作受试动物，各处理

间蚯蚓的大小和重量基本相等。实验前先将蚯蚓置于

实验土壤中饲养 24 h。
实验土壤为土表 20 cm 以下的清洁土壤，采自海

南大学生命科学与农学院实习基地，其有机质含量为

29.93 g·kg-1，速效磷含量为 1.76 mg·kg-1，速效钾含量

为 7.56 mg·kg-1。实验前预先将土壤放在烘干箱中，

80 ℃烘干 24 h，以去除土壤中的微生物。然后研细，

过 2 mm 筛，保存备用。
1.2 实验仪器

上海博迅实业有限公司医疗设备厂 SPX-250C
型人工气候箱；日本 SHIMADZU 公司 AY220 型电子

天平；美国 Millipore 公司 MilliQ 型纯水仪；上海精宏

实验设备有限公司 DHG-9071A 型电热恒温干燥箱；

金坛市大地自动化仪器厂 HH-S26s 型电热恒温水浴

锅；日本 HITACHI 公司 CR22GⅡ型冷冻离心机；日

本 OlympusIX71 荧光显微镜；北京六一仪器厂 DYY-
7C 型电泳仪；可调式微量加样器（100~1 000 μL）。
1.3 实验试剂

莫能菌素（Monensin）原粉（批号 050505），纯度

98%，浙江海正药业公司生产。愈疮木酚甘油醚（Sig－
ma），正常熔点琼脂糖 （Oxodi）、低熔点琼脂糖（Pre－
mega）、毛载玻片（上海生工），Na2EDTA，Tris，十二烷

基肌氨酸钠，Triton-100，DMSO，NaOH。其余试剂为市

售分析纯。
蚯蚓体腔细胞抽提液 （EM）：5% 乙醇，95%生理

盐水，2.5 mg·mL-1 Na2EDTA，10 mg·mL-1 愈疮木酚甘

油醚，pH 7.3 ；2 mg·L-1 SYBR green 水溶液。
苔盼蓝（0.4%）：苔盼蓝 0.4 g，溶于 100 mL 生理

盐水中，搅拌 10 min 左右，过滤，室温保存。
PBS 储液：氯化钠 8 g、氯化钾 0.2 g、磷酸氢二钠

1.15 g、磷酸二氢钾 0.2 g 溶于 100 mL 蒸馏水中，高

压、室温保存，临用前 10 倍稀释。
细 胞 裂 解 液 ：2.5 mol·L -1NaCl，100 mmol·L -1

Na2EDTA，10 mmol·L-1Tris，1%十二烷基肌氨酸钠，1%
Triton-100（临用前添加），10%DMSO，调节 pH 值至

10。
电泳缓冲液：临用前将 2 mmol·L-1Na2EDTA 和

600 mmol·L-1NaOH 等体积混合，pH 值大于 13。
1.4 污染物对赤子爱胜蚓的暴露方法

实验设 1 个对照 CK，4 个暴露浓度（10、15、25、
50 mg·kg-1），每个处理为 3 次重复，每次重复 10 条蚯

蚓。分别将 20 mL 不同浓度系列的莫能菌素溶液（溶

于丙酮）与 500 g 土壤混合，充分混合 30 min 以上，待

丙酮自然挥发 24 h 后，加入 100 mL 蒸馏水，平衡 48
h 后，转移到方形带盖的塑料盒中（盖上有孔）。然后

选择健康、环带明显、重量相近（300~400 mg）的成体

蚯蚓清肠 12 h 后称取初始体重，然后放入塑料容器

中，每个容器放入 10 条，同时在容器表面加入 30 g
研细的无药物污染湿牛粪作为蚯蚓饵料。于人工气候

箱中培养 21 d，箱中为标准实验条件：温度（20±1）℃，

湿度 75%±2%，光暗比 12 h/12 h，定期喷射少量的水

以保持基质的湿度。
1.5 蚯蚓体腔细胞的碱性单细胞凝胶电泳（SCGE）分析

碱性 SCGE 试验采用 Singh 等的方法，作适当修

改，试验方法如下。
1.5.1 蚯蚓体腔细胞的提取及细胞悬液制备

参照 Eyambe 的方法[5]，把蚯蚓个体置于 4 ℃生理

盐水中冲洗干净，分别移入离心管中，加 1 mL 的蚯蚓

体腔细胞抽提液，浸泡 1.5 min，使细胞浓度达到 106～
107 个·mL-1。取出蚯蚓，剩余溶液离心（3 000 r·min-1，3
min）。用 PBS 缓冲液冲洗沉淀物后，离心 （3 000 r·
min-1，3 min）待用。

细胞活力检测：取 1 滴细胞悬液加 1 滴苔盼蓝混

匀，加至计数板内，高倍镜下镜检，活细胞为折光性良

好的不着色细胞，死细胞被染成蓝色，胞体略膨大。
1.5.2 碱性 SCGE 试验的主要步骤

彗星实验按 Singh 报道[6]的方法进行，操作在暗

室（红色灯光）中进行，将正常熔点的琼脂糖 NMA 和

低熔点琼脂糖 LMA 凝胶用 PBS 配制，水浴加热溶解

后，分别在 60℃和 37℃恒温水浴。
（1）第一层凝胶

在毛载玻片（75 mm×25 mm）的毛面上，滴上 100
μL 1.0%的 NMA，迅速盖上盖玻片，轻压盖玻片使凝

王 轶等：莫能菌素对蚯蚓（Eisenia fetida）活体 DNA 的损伤研究850
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图 2 莫能菌素浓度与 Olive 尾矩（OTM）的关系

Figure 2 The changes of OTM caused by different
concentrations of monensin
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注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。下同。
Note：Different small letters indicated significant difference at 0.05

level. The same below.

胶均匀铺开，然后在 4 ℃下放置 20 min，使凝胶完全

固化。
（2）第二层凝胶

待第一层凝胶凝固后，移开盖玻片，滴加 10 μL
细胞悬液与 75 μL 0.7%LMA 的混合溶液到第一层凝

胶面上，再次盖上盖玻片，轻压盖玻片使凝胶均匀铺

开，将铺好胶的载玻片 4 ℃下放置 20 min，使凝胶完

全固化。
（3）第三层凝胶

第二层凝胶固化后，移开盖玻片，将 85 μL 0.7%
LMA 滴在第二层凝胶面上，盖上盖玻片，4℃下放置

20 min，使凝胶完全固化。
（4）裂解和电泳

将制备的凝胶放入冷的细胞裂解液中，4 ℃下裂

解 2 h，然后放入 4 ℃蒸馏水中漂洗 3 min，轻轻冲洗

玻片上的残留液直到凝胶表面不粘滑为止，待充分洗

去凝胶表面的盐分后于 4℃保存，等待电泳。
将裂解好的胶板并排放置在水平电泳槽中的阳

极端。将新鲜配置的电泳缓冲液倒入电泳槽，覆盖过

载玻片约 0.25 cm，盖上盖子，静置 20 min，使双链

DNA 解螺旋。调节电泳液液面高度，在 300 mA、25 V
下电泳 20 min。

电泳完毕后，将玻片放置于染缸内，用 pH 7.5、
0.4 mol·L-1 Tris-HCl 漂洗 3 次，每次间隔 5 min，使凝

胶呈中性。然后用乙醇脱水，放于 4℃冰箱内，于 1 周

内进行荧光分析。
观察时将载玻片用 80 μL 2 mg·L-1SYBR green 溶

液染色，盖上盖玻片，在荧光显微镜下观察。
1.5.3 碱性 SCGE 试验的图像采集和数据分析

在日本 OlympusIX71 荧光显微镜下观察 SYBR
green 染色凝胶，放大倍数为 400 倍，拍摄单细胞电泳

图像。然后，利用 CASP（从 http：//www. casp. of. pl/下
载）彗星图象分析软件对实验所得的彗星图像进行数

据分析，用 Excel 作图，检测指标包括 Olive 尾矩、彗
尾 DNA 含量和彗尾长度。每条蚯蚓测量 10 个细胞，5
条蚯蚓为 1 组，每组含 50 个细胞的测量数据。彗星实

验测得的数据用 SAS8.1 统计分析软件分析各处理组

之间差异是否有显著性。

2 结果与分析

利莫能菌素对蚯蚓体腔细胞的遗传毒性如表 1
和图 1~图 4 所示。

由图 1 可见，莫能菌素处理的蚯蚓细胞经单细胞

凝胶电泳后呈现因 DNA 分子损伤而形成的彗星图

形，在荧光显微镜下可见浓集闪亮的头部和分散暗淡

的尾部。
研究结果表明：不同浓度的莫能菌素均能引起蚯

蚓体腔细胞 DNA 的损伤，表现为彗尾 DNA 含量的增

图 1 50 mg·kg-1 莫能菌素处理的蚯蚓体腔细胞形成彗星图形

Figure 1 The comet figure of an earthworm cell treated with
monensin（50 mg·kg-1）

表 1 莫能菌素对蚯蚓体腔细胞 DNA 的损伤

Table 1 DNA damage of earthworm coelomocytes
exposed to monensin

注：表中同列数值后标的字母不同表示差异显著（P<0.05）。
Note:Different small letters within the same column indicated signifi－

cant difference at 0.05 level.

处理浓度

Concentration/
mg·kg-1

彗尾 DNA 含量

Tail DNA percent/
%

彗尾长度

Tail Length/
μm

Olive 尾矩 Olive
time moment

0 0.162±0.016a 3.072±0.077a 0.120±0.036a

10 7.244±0.553b 9.753±2.430a 2.081±0.008a

15 14.414±0.961c 21.316±2.259b 6.649±0.087b

25 20.476±0.887d 73.515±7.153c 15.891±1.752c

50 34.539±7.187e 107.736±6.840d 29.354±2.387d

851
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图 3 莫能菌素浓度与彗尾 DNA 含量（TDNA）的关系

Figure 3 The changes of TDNA caused by different
concentrations of monensin
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图 4 莫能菌素浓度与彗尾长度（TL）的关系

Figure 4 The changes of TL caused by different
concentrations of monensin

加、彗尾长度加长，Olive 尾矩增加。3 个指标具有很

好的一致性，说明可以采用以上 3 个指标来反映蚯蚓

体腔细胞 DNA 损伤。彗尾 DNA 含量的最大值出现在

莫能菌素浓度为 50 mg·kg-1 的处理组，为 34.539%；

彗尾长度最大值也出现在该处理组，为 107.736 μm。
各遗传指标的差异显著性结果不完全相同。莫能菌素

对这 3 个指标的影响表现出很好的一致性，同时药物

的染毒浓度与这 3 个指标间均有很好的相关性。在所

测的 3 个指标中以彗尾 DNA 含量对莫能菌素的胁迫

最为敏感，当莫能菌素达到 50 mg·kg-1 时表现出最强

的遗传毒性。
DNA 受到严重损伤时，细胞的个体差异变大，尾

长、彗尾 DNA 百分含量和尾矩会受到强烈影响，本研

究用均值表示的实验结果就可很好地表示莫能菌素

对蚯蚓造成的遗传损伤。

3 讨论

兽药的广泛使用，必然对蚯蚓的生存、生长和繁

殖产生种种不利影响。因此，研究兽药对蚯蚓的毒性，

特别是对分子生物标志物的影响，是评价兽药对生态

环境安全性的一个重要指标。研究表明污染物能够破

坏生物体内 DNA 分子的整体结构，引起基因缺失或

改变从而导致细胞发生突变，因而 DNA 断裂水平的

检验成为研究遗传毒性效应的重要标志物[7]。
单细胞凝胶电泳实验（彗星实验）作为一种敏感

的化合物遗传毒性测试手段，不仅可以对复杂混合体

系的联合遗传毒性做出较为准确和快速的评价，而且

也能根据毒性变化情况从侧面反应出污染物在环境

中的降解变化规律[8]。其实验原理可简单描述为：在强

碱环境下，琼脂糖凝胶中的细胞膜、核膜及其他生物

膜结构受到破坏，导致生物膜内的蛋白质、RNA 及其

他成分进入凝胶而扩散至电泳液中，由于核 DNA 分

子量较高，不能进入凝胶而留在原位。受损的 DNA 片

段带负电，在电场力的作用下向阳极移动，形成彗星

状图像，而未损伤的 DNA 停留在核中形成圆形荧光

团。因此，DNA 损伤越严重进入彗星尾部的 DNA 就

越多，表现为尾长和尾部荧光强度增加[9]。目前评价彗

星实验结果常用的定量指标主要有：尾长、“彗尾”
DNA 含量和尾矩。其中，尾长（ Tail length，TL）是指

“彗星”核心到尾部的距离；“彗尾”DNA 含量（Tail
DNA content，TD）是指“彗星”尾部 DNA 荧光强度与

“彗星”头、尾部总荧光强度的比值；尾矩则是尾长和

“彗尾”DNA 含量的乘积[10]。
据报道[11]阿散酸降解后能导致 DNA 损伤，其尾

矩与损伤程度保持较好的线性关系，故 DNA 含量、尾
矩、尾长等参数能较好地反映蚯蚓体腔细胞 DNA 的

损伤。本实验结果也印证了这个结论。
有人认为凝胶会限制 DNA 的迁移从而影响尾长

和尾矩的测量值，从而倾向于用尾部 DNA 百分含量

来表示实验结果，但由于细胞和化合物类型的不同，

尾长并不能很好地表现出线性的剂量- 效应关系[12]。从

本研究的结果来看，尾长、尾矩和尾部 DNA 百分含量

均能够反映良好的线性的剂量-效应关系。有研究表

明，剂量效应的明显程度与化合物的种类有关[13-14]。
从本研究结果可以得出，随着莫能菌素暴露剂量

的升高，处理组蚯蚓体腔细胞遗传损伤指标均呈上

升趋势。这可能是由于环境中莫能菌素浓度的增加

导致进入蚯蚓体内的莫能菌素浓度上升，而大量涌

入体内的莫能菌素有可能导致蚯蚓清除体内活性氧

自由基的能力下降，解毒能力减弱，从而造成基因损

伤加剧[15-17]。
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对于不同浓度的莫能菌素暴露剂量，用“彗星”尾
矩，尾长和尾部 DNA 百分含量表示的 DNA 损伤程度

与遗传毒性物质莫能菌素的浓度基本呈线性关系。
彗星实验的各指标分别从某一方面反映了莫能

菌素的毒性作用，在应用生物标志物进行环境监测

时，不能简单地依靠某一两种标志物进行评价，应

该采用多种指标进行综合评价，死亡率是从个体水

平上反映污染物毒性的指标，而 DNA 损伤是遗传指

标[18-21]，生态系统是一个复杂的体系。目前只证明部

分物质具有明显的遗传毒性作用，随着畜牧业的发

展，兽药使用频繁，鉴于化学仪器分析技术存在一定

的局限性，要将所有的遗传毒性物质完全检出，有一

定的难度，而且即便检出，也难以确切反映其毒性效

应[22-24]。
采用彗星实验技术检验蚯蚓活体暴露过程中

DNA 损伤水平，并结合统计学分析方法对“彗星”尾
矩、尾长等参数表示的实验数据进行分析，能够更为

准确地定量描述污染物造成动物细胞 DNA 的损伤，

因此彗星实验将会成为未来检验污染物对环境遗传

毒性效应的有效方法[2]。

4 结论

莫能菌素暴露浓度与尾部 DNA 含量、Olive 尾矩

和尾长具有良好的剂量-效应关系，蚯蚓体腔细胞

DNA 损伤可作为指示莫能菌素影响的生物标志物，

彗星试验是检测莫能菌素暴露对赤子爱胜蚓活体基

因损伤的有效手段。
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