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四种除草剂对中华大蟾蜍蝌蚪

红细胞微核及核异常的影响!

耿德贵 张大生 程 伟 陈 刚!! 温洪宇
（徐州师范大学生物系 徐州 @@!EE=）

摘要：研究了除草剂精克草星、苯磺隆、使它隆和乙草胺单独及联合作用时对中华大蟾蜍蝌蚪红细胞微

核及核异常的影响。结果表明，处理@M小时时，单独作用的除草剂均可不同程度地引起微核率及核异
常细胞率等遗传指标的上升。而且，在一定的浓度下各指标分别有高峰期，其中微核率与对照组差异极

显著（B"E\E!）或显著（B"E\E?）。微核率与除草剂浓度之间无显著相关，不表现出剂量7效应关系。
四种除草剂联合作用的微核率等指标反而低于单独作用的，呈拮抗作用。这四种除草剂对蝌蚪红细胞

具有显著的遗传毒性，其中使它隆的毒性要大于其它三种。

关键词：除草剂；中华大蟾蜍；蝌蚪；微核；核异常
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目前，水体污染越来越严重，已经对水生生

物，特别是水生动物造成了极大的危害。因此，

污染物对于水生动物的影响越来越受到人们的

关注，其中，遗传毒理学方面的研究一直是个热

点。在研究中，关于采用何种水生动物作为理

想的试验材料一直尚未定论，有的作者建议采

用鱼外周血红细胞［!］，而有些作者则主张采用

两栖类动物的蝌蚪红细胞［@!M］。大多数作者

倾向于把蝌蚪红细胞微核试验作为检测水体中

污染物的一种理想的方法，一方面是由于蝌蚪

的红细胞体积较大，经A#19$(染色后，在显微
镜下细胞质和细胞核的结构极为清晰，易于对

微核的观察［@!G］；另一方面，蝌蚪红细胞本身

正处在旺盛增殖阶段，对水体中的污染物反应

灵敏度高于鱼类［@!M］。

有关污水、药物等诱发蝌蚪红细胞微核率

上升的现象已见于报道［@!M］，但是，近年来在

田间大量使用的除草剂对于蝌蚪红细胞的影响

在国内迄今还没有报道。本文研究了四种除草

剂精克草星、苯磺隆、使它隆和乙草胺对中华大

蟾蜍蝌蚪红细胞微核及核异常的影响，为探讨
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除草剂对于水生动物的遗传毒性提供初步的试

验依据。

! 材料与方法

!"! 材 料
（!）试验动物 中华大蟾蜍（!"#$%"#$

&’(&’()*’+,）变态期的蝌蚪。处于变态期的蝌
蚪由于其身体进行剧烈的变化，对毒物很敏感。

!""#年$月，在徐州师范大学一分部校园内未
受污染的水塘中采到，体重%&$’左右。染毒前
一个月，把蝌蚪养在水族箱内，所用水为经暴气

后的自来水，水温为!(!)%*。每+天换水一
次，每天上午投放一次磨细的饵料。试验时挑

选处于变态期发育状态良好的个体为材料。

（)）除草剂 精克草星为浙江乐清市农药
厂出品，苯磺隆为河北宣化农药厂出品，使它隆

和乙草胺为国外进口分装。精克草星呈颗粒

状，不易溶于水，配制时需加热到+#*，并不断
搅拌直到完全溶解。

!"# 方 法
（!）染毒 染毒时间全为)$小时，,-为
自来水对照组。首先进行四种除草剂单独作用

时的染毒试验，精克草星的染毒浓度分别为

%&%"+#(、%&!.#(、%&+#(、%&#(、!&(、+和/0’／

1。为田间除草正常使用浓度的!／)，!、)、$、.、

!/和+)倍。苯磺隆染毒浓度分别为%&/)(、

!&)(、)&(、(、!%、)%和$%0’／1。为正常使用浓
度!／/$、!／+)、!／!/、!／.、!／$、!／)和!倍。使
它隆染毒浓度分别为 %&!(/)(、%&+!)(、

%&/)(、!&)(、)&(、(和!%"2／1，为正常使用浓度

!／$%"/、!／)%$.、!／!%)$、!／(!)、!／)(/、!／!).
和!／/$倍。乙草胺染毒浓度分别为%&%+!)(、

%&%/)(、%&!)(、%&)(、%&(和!"2／1，为正常使
用浓度的!／+)#/.、!／!/+.$、!／.!")、!／$%"/、

!／)%$.和!／!%)$倍。确定除草剂最高染毒浓
度时以染毒时间内蝌蚪不出现死亡和明显异常

（如形态、行为异常等）为标准。接着再进行四

种除草剂联合作用的染毒试验，根据第一次染

毒试验，确定使用时每种除草剂的低浓度和高

浓度。精克草星、苯磺隆、使它隆、乙草胺的低

浓度和高浓度分别为%&+#(和+0’／1、%&/)(
和(0’／1、%&+!)(和)&("2／1、%&%+!)(和

%&)("2／1。联合作用的染毒试验设计见表+。

,-!到,-.表示四种除草剂单独作用时的低
浓度组和高浓度组，表中的精、苯、使和乙分别

表示精克草星、苯磺隆、使它隆和乙草胺，高和

低分别表示每种除草剂的高浓度和低浓度。每

组水量相等，都为)1，每组投放+%只蝌蚪，试
验时随机取+只进行处理。
（)）标本的制备 取蝌蚪，用纱布将体表水
分擦干，在前肢和身体连接处断肢，取血涂片，

晾干，甲醇固定!(分钟，!(3456078染液［用

%&)092／1的磷酸盐缓冲液（:;<）稀释，=>/&.］
染色!(分钟，水洗，用电热吹风器吹干。
观察时预先于目镜上垂直放置二根细线，

这样将整个视野分为四个大小相等的区域，便

于观察，计数。每张片子观察)%%%个以上细
胞，记录具有微核及核异常的细胞数。观察结

果以千分率（?）表示。
微核细胞率@具有微核的细胞总数／观察细胞
总数A!%%%?
微核率@微核总数／观察细胞总数A!%%%?，
核异常细胞率@具有核异常（除微核）的细胞总
数／观察细胞总数A!%%%?
总核异常细胞率@微核细胞率B核异常细胞
率。

# 结果与讨论

#"! 四种除草剂单独作用时的影响 四种除
草剂单独作用时对中华大蟾蜍蝌蚪红细胞的影

响见表!。
由表!可知，处理)$小时时精克草星有(

个浓度组可引起蝌蚪红细胞微核率的上升，$
个浓度组引起核异常细胞率的上升，而其它的

浓度组反而使微核率和核异常细胞率下降。在

浓度为+0’／1 时，微核率达到最大值，为

!%&((?；在浓度为!&(0’／1时，核异常细胞率
达到最大值，为.&(#?。苯磺隆有$个浓度组
可引起微核率上升，有+个引起下降，#个浓度
组全部可引起核异常细胞率的上升。在浓度为
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表! 四种除草剂单独作用时对蝌蚪

红细胞的影响

除草剂 编号

浓度

（!"或

!#／$）

微核细胞

率（%）
微核率

（%）
核异常细

胞率（%）

总核异常

细胞率

（%）

对照组 & ’()* ’()* ’()+ )&(,,
精克 ) &(&-,+’+(.) +(.) .(.. ))(/’
草星 0 &()/+’0(*0 0(+/ *(*- -(,)

, &(,+’ 0(/0 0(/0 .()’ *(-+
. &(+’ ’(’’ ’(’’ ’(0, )&(+/
’ )(’ +(.) /(&+ /(’+ )’(-/
* , )&(’’ )&(’’ /(.) )/(-*
+ * ’(+* ’(-, .(*0 )&(,/

苯磺隆 ) &(*0’ .(.0 .(’/ )0(+, )+()’
0 )(0’ ’(0’ ’(.0 ))(&& )*(0’
, 0(’ .(.- .(.- ).(*. )-(),
. ’ )&(/- ))(00 )’(/+ 0*(+*
’ )& -(,’ -(’) )-(’. 0/(/-
* 0& .(-* ’(), )*(0& 0)()*
+ .& /(&) /(*+ ),()& 0)())

使它隆 ) &()’*0’+(,, +(,, -(,, )*(**
0 &(,)0’’(&/ ’(0. ).()0 )-(0&
, &(*0’ -(/. )&(&& 0&(+& ,&(’.
. )(0’ -(&) -()+ 0)(-. ,&(-’
’ 0(’ )/(’* )-(,/ )/(,* ,*(-0
* ’ +(0+ +(*& )’(*/ 00(-’
+ )& /(0. /(’+ ).(.* 00(+&

乙草胺 ) &(&,)0’’(+* ’(+* 0)()& 0*(/*
0 &(&*0’/(/, -(,0 ,,(-/ .0(/)
, &()0’ .(** .(** )’(0* )-(-0
. &(0’ -(.- -(.- ,)(+0 .)(0)
’ &(’ .(.& .(’* ).(+, )-(),
* ) .(+) .(+) ).(++ )-(./

’!"／$时，微核率达到最大值，为))(00%；在
浓度为)&!"／$时，核异常细胞率达到最大值，
为)-(’.%。使它隆的+个浓度组全部可引起
微核率及核异常细胞率的上升，其中，在浓度为

0(’!#／$时，微核率达到最大值，为)-(,/%；在
浓度为)(0’!#／$时，核异常细胞率达到最大
值，为0)(-.%。乙草胺有,个浓度组可引起
微核率上升，有,个引起下降，+个浓度组全部
可引起核异常细胞率的上升。在浓度为

&(0’!#／$时，微核率达到最大值，为-(.-%；在
浓度为&(&*0’!#／$时，核异常细胞率达到最

大值，为,,(-/%。由表)中还可知，四种除草
剂微核细胞率与核异常细胞率出现高峰时的浓

度是不同步的，核异常细胞率出现高峰的浓度

低于或高于微核细胞率。

对四种除草剂单独作用时的处理组与对照

组微核率之间进行了!检验，结果见表0。
表" 四种除草剂单独作用时的处理组与对照组

微核率之间的!检验

组别 ) 0 , . ’ * +
精克草星 &(/& 0(-’!,(,* &(,’ )(-& .()&!&(’*
苯磺隆 &(.0 &()) &(.’ 0(-’!)(.. &(&) )(&0
使它隆 &(-’ &(&. 0(0* )(/. +(0)!!)(/& )(0)
乙草胺 &(’0 )(-& &(.+ ,(.’!&(,* &(*) —

!""&(&’；!!""&(&)

精克草星、苯磺隆和乙草胺只有分别在浓

度为,、’和&(0’!"或!#／$时才引起微核率
上升到与对照组差异显著（""&(&’）水平，
使它隆只有在浓度为0(’!#／$时才引起微核率
上升到差异极显著（""&(&)）的水平，而其它
浓度组并不会引起微核率上升到差异显著的水

平。由表)和0可知，使它隆引起微核率上升
的能力要大于其它三种除草剂，精克草星、苯磺

隆和乙草胺引起上升的能力基本上是相同的。

即使它隆对蝌蚪红细胞的遗传毒性要大于其它

三种除草剂，精克草星、苯磺隆和乙草胺的遗传

毒性基本上是相同的。

分析了四种除草剂浓度与微核率之间及微

核细胞率与核异常细胞率之间的相关系数，结

果表明，精克草星、苯磺隆、使它隆和乙草胺的

浓度与微核率之间的相关系数分别为&(,.,、

&(0+/、&(&)-和1&(..)；微核细胞率与核异常
细胞率之间相关系数分别为&(’0-、&(’0&、

&(.&+和&(-/)，&(-/)的""&(&)，呈极显著
正相关关系。由此可知，随着四种除草剂浓度

的增大，红细胞的微核率并不增大；而且，除了

乙草胺外，其它三种除草剂诱发的微核细胞率

与核异常细胞率之间的变化并不是显著相关

的。由表)可知，四种除草剂诱发的微核率分
别在一定的浓度时有一个高峰，在高峰前后都

处于低水平，甚至于在某些浓度时还低于对照

组。可见浓度与微核率之间无显著相关，不表
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现出显著的剂量!效应关系。这和有的学者的
观点不一致，其在蝌蚪试验中发现微核率表现

出剂量!效应关系［"］。其原因尚不清楚，可能是
剂量过高会抑制或终止细胞的分裂，反而导致

微核率下降［#］。

精克草星用于稻田，苯磺隆用于小麦田，使

它隆适用于小麦及大麦等禾谷类作物，乙草胺

可用于玉米、大豆、花生、棉花、小麦及油菜等旱

地作物。该四种除草剂均可诱发中华大蟾蜍蝌

蚪红细胞微核及核异常的增多。一般认为染色

体断裂产生的无着丝粒断片可形成小微核，纺

锤丝的断裂造成的一条或一组染色体滞后可形

成大微核［$］。我们发现该四种除草剂均会导

致红细胞小微核与大微核的产生（图版!：#，见
封%上，下同），从而初步认为该四种除草剂既
具有染色体断裂剂的作用又具有纺锤体毒剂的

作用。

核异常包括双核、无核、核内空泡、核质外

凸、核内凹、小核和核碎裂等（图版!：$"&），其
中小核为一种特殊的现象。陈军建等［"］把在

青蛙蝌蚪微核试验中发现的这种特殊现象称为

“小体’”，我们把它称为小核。在一种特殊的
细胞中只含一个小核，小核大小不等，为正常细

胞核的#／$以下，圆形或椭圆形，染色程度和正
常细胞核相同，且含有小核的细胞大小和正常

细胞相等或略小于正常细胞（图版!：$）。关于
小核形成的原因尚不清楚，陈军建等［"］认为其

可能是一种发育不正常的异常细胞，也可能是

微核红细胞的一种代谢产物，但真正的原因还

有待于进一步研究。

!"! 四种除草剂联合作用时的影响 四种除
草剂联合作用时对蝌蚪红细胞的影响见表%。
四种除草剂低浓度联合作用时，除了个别

处理组（如第#%组）可显著地使微核率上升外，
其它处理组与单独作用时相比并不会引起微核

率的显著上升，甚至大多数处理组微核率还低

于单独作用的；低浓度联合作用时的核异常细

胞率大多数不同程度地高于单独作用。四种除

草剂高浓度联合作用时，除第$$组外，其它所
有处理组与单独作用时相比，微核率均有不同

程度的降低；高浓度联合作用时的核异常细胞

率接近一半的处理组不同程度地高于单独作

用，而另一半则低于单独作用。另外，大多数联

合作用的高浓度处理组和低浓度处理组之间微

核率和核异常细胞率接近相等。

表# 四种除草剂联合作用时对蝌蚪

红细胞的影响

编号 除草剂
浓度

（()或#*／+）

微核细

胞率

（,）

微核率

（,）

核异常

细胞率

（,）

总核异

常细胞

率（,）

-. / 01#& 01#& 01#2 #/1%%
-.# 精克草星 /1%20 $13$ $13$ "1#0 &142
-.$ 精克草星 % #/100 #/100 31"# #314&
-.% 苯磺隆 /1&$0 "1"$ "103 #$12% #21#0
-." 苯磺隆 0 #/134 ##1$$ #0132 $&12&
-.0 使它隆 /1%#$0 01/3 01$" #"1#$ #41$/
-.& 使它隆 $10 #310& #41%3 #31%& %&14$
-.2 乙草胺 /1/%#$0 012& 012& $#1#/ $&13&
-.3 乙草胺 /1$0 41"4 41"4 %#12$ "#1$#
# 精5苯 低5低 %1&& %1&& %$10& %&1$$
$ 精5苯 高5高 &10& &10& %#1$& %213$
% 精5使 低5低 "1$4 "1&$ #31%3 $$1&2
" 精5使 高5高 "143 01#" $%1/0 $31/%
0 精5乙 低5低 $13# $13# #%1$% #&1/"
& 精5乙 高5高 %124 %124 #01"& #41$0
2 苯5使 低5低 %1#0 %1%$ %"1%% %21"3
3 苯5使 高5高 %1#" %1%# #$1$0 #01%4
4 苯5乙 低5低 $14$ $14$ ##1%2 #"1$4
#/ 苯5乙 高5高 %132 %132 #"1// #2132
## 使5乙 低5低 &100 &100 #/1&2 #21$$
#$ 使5乙 高5高 310# 310# #21&& $&1#2
#% 精5苯5使 低5低5低 #&1"" #&122 %%1&% 0/1/2
#" 精5苯5使 高5高5高 21"$ 21"$ 0$1%# 0412%
#0 精5苯5乙 低5低5低 %1$3 %1$3 #31$/ $#1"3
#& 精5苯5乙 高5高5高 "1&$ "124 #31%" $$14&
#2 精5使5乙 低5低5低 21$2 21&/ "41/0 0&1%$
#3 精5使5乙 高5高5高 3104 3104 "/1%0 "314"
#4 苯5使5乙 低5低5低 #1"3 #1&0 #&1%% #213#
$/ 苯5使5乙 高5高5高 #1&& #13$ #01/3 #&12"
$# 精5苯5使5乙 低5低5低5低 "12& "14$ %"13/ %410&
$$ 精5苯5使5乙 高5高5高5高 4134 #/1%3 "212/ 02104

金志玉等［0］发现镉、铬、砷、铅离子共存时

诱变作用的活性小于它们单存时诱变作用的活

性，其联合作用呈拮抗作用，从而认为可能是混

合液中某些离子浓度降低所致。我们的试验结

果也表明，四种除草剂联合作用时微核率反而

比单独作用时的要低，也出现了拮抗现象。其
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