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砷是自然界存在的有毒类金属元素，广泛分布于

岩石、土壤和水环境中，同时，砷也是一种严重危害人

类健康的环境毒物和致癌物[1]。近年来发生的因地下水

天然砷污染所造成的危害已引起全世界的关注，我国

内蒙古、新疆和山西均发现了严重的饮水型砷中毒[2]。
国内外研究表明，砷可诱发哺乳动物细胞染色体畸变、
姊妹染色单体交换和微核率增高，抑制 DNA 的修复，

从而诱导遗传物质损伤，产生致癌和致畸作用 [3-4]，但

砷本身是否引起基因突变，对 DNA 有损伤作用报道不

一。有研究认为砷会引起大脑皮层组织细胞 DNA 损伤

或损伤易感性增强[5]，还有研究证明小鼠成纤维细胞和
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摘要：目的 探讨饮水砷暴露的致突变性及对大鼠脾脏淋巴细胞 DNA 的损伤作用。方法 采用组氨酸营养缺陷型鼠伤寒沙

门菌回复突变试验（Ames）检测不同剂量亚砷酸钠水溶液（450、150、50 、17、5 g/皿）及阳性、溶媒及阴性对照组在加与不加

肝微粒体酶活化系统条件下（+S9 与-S9）诱发 TA97、TA98、TA100 和 TAl02 菌株的基因突变作用；应用单细胞凝胶电泳试验

（彗星试验）分析不同剂量饮水砷暴露（50、150 和 450 μg/L）对大鼠脾脏淋巴细胞 DNA 的损伤作用。结果 Ames 试验结果

显示，在+S9 与-S9 时，各剂量组亚砷酸钠水溶液作用下，TA97、TA98、TA100 和 TAl02 回变菌落数和空白对照组相比均未达

到 2 倍以上，差异无统计学意义（P>0.05）；彗星试验结果显示，低剂量组和中剂量组脾细胞尾部 DNA 百分率、尾距和阴性对

照组相比，差异均无统计学意义；高剂量组的尾部 DNA 百分率与阴性对照组相比，差异有统计学意义（P＜0．05）；而其 DNA

的尾矩与阴性对照组相比，差异无统计学意义（P＞0．05）。结论 饮水砷暴露对原核细胞 DNA 未显示致突变作用；高剂量组

饮水砷会引起大鼠脾脏淋巴细胞 DNA 一定程度的损伤。
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Abstract：［Objective］To explore the damage of mutagenicity caused by water arsenic exposure to spleen lymphocyte DNA of rat.

［Methods］ Ames test was carried out with Salmonella typhimurium strains TA97， TA98， TA100 and TA102 by standard method

with or without the liver microsomal enzyme activation system （+S9 and-S9） to explore the DNA gene mutation induced by

different dose groups of sodium arsenite aqueous solution （450， 150， 50， 17， 5 g/plate）. The DNA damage of rat spleen

lymphocytes caused by different dose groups of drinking water arsenic （450 μg/L， 150 μg/L， and 50 μg/L） was detected by

Single cell gel electrophoresis test（comet test）. ［Results］ The Ames test showed that the reverse mutation colonies induced by all

dosage groups of arsenite aqueous solution in TA97， TA98， TA100 and TA102 strains were less than twice compared to control

group with presence of +S9 or-S9 （P>0.05）. The comet test showed that the splenocyte percentage of tail DNA and tail moment

were not significantly different between low， middle dose group and negative control group. The percentage of tail DNA was

significantly different between high dose group and egative control group （P＜0.05）. Significant difference of tail moment was not

observed between high dose group and negative control group. ［Conclusion］ The drinking water arsenic has no mutagenic effect

on prokaryotic cells. The high dose group of drinking water arsenic can cause a certain degree of damage to spleen lymphocyte

DNA of rat.
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人 2BS 细胞的 DNA 断裂[6]，也有一些试验并未发现砷

对 DNA 的损伤作用。相同的是这些研究中使用的砷化

物浓度均较高，而高剂量的砷化物也会对细胞产生明

显的毒性作用[7]。因此，这些实验条件下的结果很难说

明 DNA 是砷化物作用的敏感部位。本文主要针对当地

居民饮水砷暴露浓度设定剂量组[8-10]，采用了组氨酸缺

陷型鼠伤寒沙门氏菌回复突变试验（Ames 试验）和单

细胞凝胶电泳技术（彗星试验），探讨饮水砷暴露致突

变作用及其对大鼠脾脏淋巴细胞 DNA 的损伤作用，为

进一步揭示饮水砷的毒性作用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验菌株及 S9 鼠伤寒沙门菌株 TA97、TA98、
TA100、TA102 均购自 MOLTOX 公司；S9 由普莱特生

物医药技术有限公司提供，液氮保存。
1.1.2 试验动物与饲料 48 只清洁级 Wistar 大鼠，平

均体重 60 g，雌雄各 24 只，由北京维通利华实验动物

技术有限公司提供，实验动物生产许可证号：SCXK
（京）2012-0001，动物质量合格证号 11400700148340。
饲料由北京科澳协力饲料有限公司提供，实验饲料生

产许可证号：SCXK（京）2014-0010。大鼠饲养于 SPF 级

动物房内，实验动物使用许可证号：SYXK（蒙）2015-0002。
1.1.3 试剂 亚砷酸钠（北京化工厂）、彗星试验试剂

盒（北 京 博 乐 通 生 物 科 技 有 限 公 司）、Hank's 液

（Hyclone 公司）、小牛血清 （Gibco 公司）、RPMI1640
（Hyclone 公司）、2.4.7-三硝基-9-芴酮（Fluka 公司）、叠
氮化钠（Fluka 公司）、甲基磺酸甲酯（Fluka 公司）、2-氨

基笏（Fluka 公司）、1.8-二羟基蒽醌（Fluka 公司）、氧化

型 辅 酶 Ⅱ （Sigma 公 司）、6-磷 酸 葡 萄 糖 钠 盐（Cal－
biochem）、L-组氨酸（Sigma 公司）、生物素（国药集团化

学试剂有限公司）、甲醇（Thermo 公司）、环磷酰胺（Sig－
ma 公司），其他试剂均为国产分析纯。
1.1.4 仪器 洁净工作台 （双人）（苏州安泰空气技术

有限公司）、电热恒温水槽（上海一恒科技有限公司）、
电热恒温培养箱（上海一恒科技有限公司）、恒温振荡

培养箱（上海一恒科技有限公司）、台式自动平衡低速

离心机（北京时代北利离心机有限公司）、Bio-Rad 高电

压电泳仪电源（美国 Bio-Rad 公司）、高通量彗星试验

电 泳 槽 （北 京 博 乐 通 生 物 科 技 有 限 公 司）、Leica
DMI4000B 倒置相差荧光显微镜（德国 Leica 公司）。
1.2 方法

1.2.1 Aems 试验

1.2.1.1 菌株鉴定 菌株鉴定包括组氨酸缺陷、脂多糖

屏障（rfa）缺陷、R 因子（氨苄青霉素抗性）、四环素抗

性、紫外损伤（uvrB）修复缺陷和标准自发回变率的鉴

定。方法及鉴定标准见文献[11]。
1.2.1.2 对照组及剂量设定 试验设 5 个剂量组亚砷

酸钠水溶液，分别为 450、150、50、17、6 g/皿，同时设空

白对照（自发回变）、阴性对照组和阳性对照。阴性对照

为 0.1 ml/皿的无菌蒸馏水，空白对照为 0.1 ml/皿的新

鲜增菌液。不加 S9 阳性对照物，TA97、TA98 菌株是

2.4.7-三硝基-9-芴酮，TA100 菌株是叠氮钠，TA102 菌

株是甲基磺酸甲酯 （MMS）；加 S9 阳性对照物，TA97、
TA98、TA100 菌株均为 2-氨基笏 （2-AF），TA102 为

1.8-二羟基蒽醌。
1.2.1.3 平板掺入法检测细菌回复突变率 将融化的

顶层培养基（经 108 ℃ 20 min 高压灭菌）分装于无菌

小试管，每管 2 ml（含 0.05 mmol/L 组氨酸-生物素），置

45 ℃恒温水浴中保温。在保温的顶层培养基中依次加

入新鲜增菌液 0.1 ml，混匀。试验组加入受试物 0.1 ml，
阳性对照组加入 0.1 ml 标准诱变剂，阴性对照组只加

入 0.1 ml 无菌蒸馏水，空白对照组只在培养基上加菌

液 ，需 活 化 时 加 入 体 外 代 谢 活 化 系 统 S9 混 合 物

0.3 ml，混匀，迅速倒入已制备好的底层培养基平皿上，

使其均匀分布，凝固后置 37 ℃培养 48 h。每一检测剂

量设不加和加 S9 混合物各 3 个平行皿，试验重复 1次。
1.2.1.4 判断标准 记录受检样品各剂量组以及阳性

对照组、阴性对照组和空白对照组（自发回变）的每皿

细菌回变菌落数。计算每个剂量组回变菌落数的均数

与标准差，然后计算每组的突变率即 MR 值（MR=样品

回变菌落数/自发回变菌落数）。如果受试物的回变菌

落数是自发回变数的 2 倍或 2 倍以上 （即 MR≥2），或

受试物回复突变数的增加与剂量相关并有统计学意

义，即呈剂量－反应关系，可判定为阳性（有致突变作

用），反之为阴性。
1.2.1.5 统计学分析 采用 SPSS 13.0 软件统计进行

单因素方差分析。
1.2.2 单细胞凝胶电泳（彗星试验）

1.2.2.1 动 物 分 组 及 处 理 取 48 只 洁 净（SPF 级）

Wistar 大鼠，购回观察 3 天后，随机分为 4 组，雌雄各

24 只，分别设为阴性对照组及低、中、高 3 个剂量组。饮
水砷采用亚砷酸钠水溶液，将亚砷酸钠用蒸馏水配成

50、150、450 μg/L 3 个浓度，然后以自由饮水的形式对

大鼠进行连续染毒 90 天后，处死各组大鼠。
1.2.2.2 大鼠脾细胞悬液的制备 无菌取脾，置于盛有

适量无菌 Hank's 液的小平皿中，用镊子轻轻将脾磨

碎，制成单细胞悬液；经 200 目细胞筛网过滤，用
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注：+表示阳性，-表示阴性；Sq—肝微粒体酶活化系统。

Hank's 液 清 洗 2 次 ，每 次 以 1 000 r/min 转 速 离 心

10 min（离心半径为 12.5 cm）；弃上清将细胞弹起，加

入 0.5 ml 灭菌水 20 s，裂解红细胞后再加入 0.5 ml 2倍

Hank's 液及 8 ml Hank's 液，1 000 r/min，10 min 离心；

用 1 ml 含 10%小牛血清的 RPMI 1640 完全培养液重

悬，用台酚蓝染色计数活细胞数；RPMI 1640 完全培养

液调整细胞浓度为 1×106 个/ml，在光学镜下用台盼蓝

法检测活细胞率在 95%以上。将制备好的细胞悬液放

在 4 ℃冰箱保存备用。
1.2.2.3 制片 将 10 μl 脾细胞悬液与 90 μl 42 ℃的

1%低熔点琼脂糖混匀后，取 100 μl 混合液滴加在铺有

2 层胶的毛玻璃片上，加盖玻片，每一样品做 1 平行片，

4 ℃冷凝 20 min。
1.2.2.4 细胞裂解 去掉盖玻片后将载玻片置于预冷

的碱性裂解液中，4 ℃冰箱避光过夜裂解。
1.2.2.5 细胞 DNA 解旋及电泳 将裂解好的载玻片置

于电泳缓冲液中，避光静置 30 min，使 DNA 充分解旋；

于 250 V 电压，300 mA 电流下电泳 30 min。
1.2.2.6 中和、染色观察 电泳完毕，将载玻片置于中

和液中中和 10 min；加核酸染料，避光染色 4 min 后迅

速用蒸馏水冲洗干净，避光保存；于荧光显微镜下观察

结果。
1.2.2.7 拍照与分析 每只动物随机观察 50 个细胞，

使用 CCD 拍照，用 CASP 彗星图像分析软件自动分析。
分析指标为国际公认的尾矩、尾长和 DNA 损伤率，同

时记录彗星细胞出现率。
1.3 统计学分析 用 CASP 彗星图像分析软件对图像

结果进行分析，记录 DNA 损伤率、尾长，以及尾矩（Tail
moment，TM）。测定结果以 x±s 表示，采用 SPSS 13.0 统

计分析软件对数据进行单因素方差分析，以 P<0.05 为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 菌株鉴定结果 组氨酸营养缺陷鉴定，4 种菌株

在补充有组氨酸的培养基上生长，在无组氨酸的培养

基上不能生长；rfa 鉴定，4 种菌株均在结晶紫溶液渗透

区出现抑制带；R 因子鉴定，4 种菌株在氨苄青霉素周

围生长不受抑制，即均带有 R 因子；uvrB 缺失鉴定，

TA97、TA98、TAl00 菌株仅在紫外线没有照射过的部

分生长，TAl02 在没有照射过的部分和照射过的部分

均能生长。菌株基因型和自发回变鉴定符合使用标准，

见表 1。
2.2 Ames 试验结果 2 次平行试验结果显示，背景菌

苔生长良好，菌落清晰，边缘整齐，培养皿上未见沉淀，

表明受试物对细菌没有毒性。在加与不加体外代谢活

化系统 S9 条件下，受试物各剂量组的平均回变菌落数

均未大于或等于空白对照组的 2 倍，差异无统计学意

义（P>0.05），而阳性对照组的平均回变菌落数大于或

等于空白对照组的 2 倍，呈现明显阳性反应，差异有统

计学意义（P<0.05），见表 2、表 3。
2.3 彗星试验结果 在荧光显微镜下，DNA 被核酸染

料染成红色。阴性对照组中大部分脾脏细胞 DNA 未见

损伤，表现为圆形类核，即彗星头部，荧光强度均匀，边

缘整齐，见图 1；低剂量组和中剂量组中脾细胞 DNA 偶

见发生轻度损伤，表现为向头部带一拖尾，尾部的荧光

弱于头部，见图 2；高剂量组中脾细胞 DNA 损伤较重，

断裂的 DNA 从类核中向阳极迁移，形成 1 个较长的尾

部，荧光也较强，形似彗星，见图 3。
每组随机选取 50 只大鼠脾淋巴细胞，用 CASP 彗

星图像软件对图像结果进行分析，记录彗星拖尾细胞

数，尾长以及 TM。结果表明，50 μg/L 和 150 μg/L 低、中
剂量组和阴性对照组脾淋巴细胞 DNA 的尾长差异无

统计学意义 （P＞0.05），450 μg/L 高剂量组和阴性对照

组脾淋巴细胞 DNA 的尾长相比，差异有统计学意义

（P＜0.05）；各剂量组脾淋巴细胞 DNA 尾矩和阴性对照

组相比，差异无统计学意义（P＞0.05），见表 4。

3 讨 论

无机砷的毒性作用主要是砷通过抑制 DNA 修复，

引起染色体畸变，诱导遗传物质损伤等多种途径产生

致癌、致畸作用，但其作用机制尚未完全清楚。目前文

献检索显示饮水砷体内研究的报道远不如人群的流行

病学资料、体外细胞实验研究的多，即便有也大多较高

浓度砷水造模，期望在尽可能短的时间，建立贴近临床

表 1 鼠伤寒沙门菌4种菌株生物学特性鉴定结果和自发回变率

TA97
TA98
TA100
TA102

组氨酸缺陷型

+
+
+
+

脂多糖屏障（rfa）缺陷

+
+
+
+

R 因子（氨苄青霉素抗性）

+
+
+
+

四环素抗性

－
－
－
+

紫外损伤（uvrB）修复缺陷

+
+
+
－

标准自发回变菌落数

（不加 S9）
90～180
30～50

120～200
240～320

试验回变

菌落数

92
39
133
312

菌株
基因型
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图 1 彗星实验（核酸染色，×100）

注：阴性对照组，可见细胞无拖尾

注：MR—突变率，Sq—肝微粒体酶活化系统；与阴性对照比较，aP<0.05。

发病机制的砷暴露损伤动物模型[12]。本研究采用细菌

回复突变试验（Ames 试验）从碱基突变方面来探讨砷

的致基因突变性，然后采用单细胞凝胶电泳技术（Sin－
gle Cell Gel Elechoresis，SCGE）即彗星试验检测大鼠

脾脏淋巴细胞 DNA 的损伤情况。
Ames 试验结果显示，各饮水 砷 剂 量 组 TA97、

TA98、TA100 和 TA102 菌株回复突变数与空白对照组

相比差异均无统计学意义。这和以往研究认为砷在

Ames 试验中和腐植酸共同作用才有微弱致突变性，而

单独作用并没有致突变性结果一致[13]。有研究显示较

高剂量的砷化合物有明显的细菌生长抑制作用[14]，因此

本研究根据砷病原地饮水中砷剂量设定的较低剂量饮

水砷暴露组，结果显示各试验组均未诱发基因点突变。
Ames 试验是一种检测受试物能否引起伤寒沙门

菌基因组碱基置换或移码突变的有效试验方法，虽然

本试验并没有出现阳性结果，但是无法完全证明 DNA
不存在损伤。彗星试验是一种在单个细胞水平上检测

DNA 损伤的方法，能反映细胞群体中不同类型细胞对

作用因素的不同反应，而不仅仅是群体细胞的平均效

应水平，因此更为灵敏，因此通过彗星试验检测通过自

由饮水方式进行染毒，每日饮水量约 190 ml/kg，连续

染毒 90 天，不同浓度饮水砷作用下大鼠脾脏淋巴细胞

表 2 饮水砷的第1次Ames试验结果（x±s）

阳性对照

450 g/皿
150 g/皿
50 g/皿
17 g/皿
6 g/皿
阴性对照

空白对照

-S9
1951±260a

110±9
123±4
114±8
135±8
132±8
116±6
111±8

MR
17.58
0.99
1.11
1.03
1.22
1.19
1.05
-

-S9
1528±180a

41±4
34±6
33±7
35±3
34±7
32±3
35±2

MR
43.66
1.17
0.97
0.94
1.00
0.97
0.91
-

+S9
1845±259a

42±4
39±8
40±9
40±7
41±7
36±3
39±3

组别
TA97

+S9
2061±251a

122±5
127±5
125±11
136±10
137±11
120±8
120±8

MR
17.18
1.02
1.06
1.04
1.13
1.14
1
-

MR
47.31
1.08
1.00
1.03
1.03
1.05
0.92
-

MR
17.21
0.94
0.93
1.01
1.07
1.11
0.99
-

-S9
2040±259a

253±7
243±11
250±9
261±8
248±5
266±5
256±10

MR
7.97
0.99
0.95
0.98
1.02
0.97
1.04
-

+S9
1012±161a

232±7
260±10
290±10
286±10
266±7
252±7
247±7

+S9
1548±115a

124±8
128±4
143±9
147±6
146±8
138±8
133±7

MR
11.64
0.93
0.96
1.08
1.11
1.10
1.04
-

-S9
2065±227a

113±11
112±12
121±10
128±6
133±5
119±8
120±9

MR
4.10
0.94
1.05
1.17
1.16
1.08
1.02
-

TA98 TA100 TA102

注：MR—突变率，Sq—肝微粒体酶活化系统；与阴性对照比较，aP<0.05。

表 3 饮水砷的第2次Ames试验结果（x±s）

阳性对照

450 g/皿
150 g/皿
50 g/皿
17 g/皿
6 g/皿
阴性对照

空白对照

-S9
2101±299a

125±9
126±10
119±5
126±9
133±8
124±4
115±4

MR
18.27
1.09
1.10
1.03
1.10
1.16
1.08
-

-S9
1516±112a

39±1
41±1
46±6
46±9
43±5
36±5
39±3

MR
38.88
1.00
1.05
1.18
1.18
1.10
0.92
-

+S9
1813±229a

46±3
40±8
47±1
42±7
44±3
39±5
42±5

组别
TA97

+S9
2060±187a

128±9
122±3
124±11
130±9
131±5
128±7
120±1

MR
17.17
1.07
1.02
1.03
1.08
1.09
1.07
-

MR
43.17
1.10
0.95
1.12
1.00
1.05
0.93
-

MR
15.93
0.90
0.98
0.91
0.96
1.20
0.97
-

-S9
2005±255a

294±7
296±11
293±9
307±7
283±7
273±9
281±8

MR
7.14
1.05
1.05
1.04
1.09
1.01
0.97
-

+S9
1034±128a

305±5
295±8
299±10
287±8
289±11
323±12
308±2

+S9
1506±216a

144±5
168±3
143±6
156±11
165±7
138±8
159±5

MR
9.47
0.91
1.06
0.90
0.98
1.04
0.87
-

-S9
2039±282a

115±10
125±3
117±4
123±12
154±5
124±7
128±6

MR
3.36
0.99
0.96
0.97
0.93
0.94
1.05
-

TA98 TA100 TA102

图 2 彗星实验（核酸染色，×100）

注：50、150 μg/L低、中剂量组，DNA 轻度损伤，有一个较小的拖尾

1629· ·



职业与健康 2018 年 6 月第 34 卷第 12 期 Occup and Health， Jun. 2018， Vol. 34， No.12

注：与阴性对照比，aP<0.05。

DNA 的损伤情况。结果显示，对照组中脾细胞未损伤的

DNA 表现为一圆形类核，即彗星头部，荧光强度均匀，

边缘整齐。低剂量组发生轻度损伤的脾细胞 DNA 表现

为伸出一个较小的尾，一般尾部的荧光弱于头部，高剂

量组中损伤较重的脾细胞其断裂的 DNA 形成一个较

长荧光也较强的尾部，形似彗星。统计学分析结果表

明，低剂量组、中剂量组脾细胞 DNA 的尾长、尾距和阴

性对照组相比，差异无统计学意义（P>0.05），高剂量组

尾长与阴性对照组相比，差异有统计学意义（P<0.05）。
这和一些研究证明的亚砷酸钠可以引起人外周血淋巴

细胞 DNA 的损伤，同时随着亚砷酸钠剂量升高，DNA
损伤程度加重结果基本一致[15]。本研究结果也说明了

这一点，脾脏淋巴细胞在本试验较低的受试浓度下即

表现出了一定的 DNA 损伤作用。

4 结 论

上述结果提示，低剂量饮水砷暴露未能引起原核

细胞的基因突变，低剂量长期饮水砷暴露会引起大鼠

脾淋巴细胞 DNA 的毒性损伤，这也为长期慢性饮水型

砷对机体毒性作用的防治提供了体外和动物体内实验
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图 3 彗星实验（核酸染色，×200）

注：450 μg/L高剂量组，可见明显彗星拖尾

表 4 饮水砷对大鼠脾细胞DNA损伤作用彗星实验结果

浓度

（μg/L）
50

150
450
阴性对照

观察细胞数

（个）

50
50
50
50

数目

8
8

17
3

百分率（%）

16
16
34
6

尾长（μm）

（x±s）
10.88±2.09
15.25±7.05
19.06±4.03a

9.00±4.24

1.06±0.61
2.13±1.91
4.25±3.57
1.05±0.96

拖尾细胞
尾矩

* * * * * * * *
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