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摘摇 要摇 以花背蟾蜍蝌蚪外周血红细胞微核及核异常作为毒理监测指标,对 Gosner 31、42
和 46 期蝌蚪进行观察,研究了复合肥对水生生物的毒性效应。 结果表明:用复合肥溶液浓
度为 1、1. 5、2、2. 5 和 3 g·L-1进行染毒时,红细胞出现了大、小 2 种类型的微核,在核异常
类型中出现了严重的核分叶和双核类型;在 3 个被观察的蝌蚪发育期中,42 期蝌蚪红细胞
微核细胞率和核异常细胞率数值明显低于其他两个发育期;在 5 个浓度的染毒中,2. 5
g·L-1浓度组在微核、双核和核分叶与对照组间无显著性差异;花背蟾蜍不同发育时期的蝌
蚪,对生境中不良因素的抵抗能力存在着明显的差别,且微核和核异常与复合肥浓度之间
没有明显的剂量鄄效应关系。
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Toxicity effects of compound fertilizer on erythrocytes micronuclei and nuclear anomalies
of Bufo raddei tadpoles. WANG Yi1, LI Pi鄄peng1, LU Yu鄄yan1**, DAI Chen鄄fei2, WANG
Yong1, YANG Hao鄄yue1, MA Yuan鄄yuan1 ( 1Liaoning Key Laboratory of Evolution and Biodiver鄄
sity, Shenyang Normal University, Institute of Herpetology, Shenyang Normal University, Sheny鄄
ang 110034, China, 2China Medical University, Shenyang 110001, China) . Chinese Journal of
Ecology, 2011, 30(12): 2843-2848.
Abstract: In order to understand the toxicity effect of compound fertilizer on aquatic organisms,
the erythrocytes of Bufo raddei tadpoles at Gosner stages 31, 42 and 46 were taken as the test
materials to observe their micronuclei and nuclear anomalies under effects of compound fertilizer.
When exposed to the compound fertilizer at concentrations of 1, 1. 5, 2, 2. 5 and 3 g·L-1, two
types of micronuclei, a big one and a small one, appeared in the erythrocytes of the tadpoles,
and in the nuclear anomalies, serious nuclear lobulation and double鄄nuclei appeared. The fre鄄
quencies of appearing micronuclei and nuclear anomalies were obviously lower at stage 42 than at
stages 31 and 46. Among the five experimental groups, the group exposed to 2. 5 g·L-1 of com鄄
pound fertilizer had no significant differences in the micronucleus, double鄄nucleus, and nuclear
lobulation with the control group. The results suggested that the tadpoles at their different devel鄄
opment stages had obvious difference in resisting the adverse factors in habitats, and no obvious
dose鄄effect correlation existed between the micronuclei and nuclear anomalies and the concentra鄄
tion of compound fertilizer.
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摇 摇 随着工业化进程的加速和人口的急速增加,对
农作物的产量提出了更高的要求,化肥的使用在这

方面起着举足轻重的作用。 化肥的不合理使用,在

造成化肥大量浪费的同时,也直接导致了土壤固有

的团粒结构遭到破坏和肥力下降,由于渗透和雨水

的冲刷,土壤中的化肥成分以不同途径进入水体中,
长期积累后将引起严重的水环境污染。 据资料报

道,发达国家为了防止化肥对水体的污染设置了

225 kg·hm-2的化肥使用安全上限,美国年平均使
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用量为 108郾 4 kg·hm-2,而中国化肥平均使用量达

375 kg·hm-2,其中山东省在 2007 年平均达 500郾 34
kg· hm-2,宁波市在 2004 年达到了 587郾 5 kg·
hm-2,而三峡库区的秭归高达 757郾 8 kg·hm-2(薛旭

初,2006;曹彦龙等,2008;王玉梅等,2009)。 如此大

量的使用化肥,不仅使中国农田面临着严重的化肥

污染,同时对水体富营养化的影响也进一步加剧。
对化肥用量的有效控制和农产品产量之间的平衡已

成为农业可持续发展的巨大挑战之一。
在农业生产施用的各种化肥中,氮肥的用量占

首位,对环境造成的污染也最为严重。 研究显示,各
种氮肥在地表水中溶解时均能产生 NO3

-,生物体吸

收后被还原成 NO2
-,其可将红细胞内的血红蛋白氧

化成高铁血红蛋白,降低其携带氧气的能力,使生物

体因为缺氧而导致代谢紊乱,直至死亡(苗德志和

李松梧,2007)。 氮素肥料对蝌蚪活动行为、存活

率、发育速率、肝脏显微和亚显微结构以及甲状腺和

白细胞数量等方面也都显示出了明显的损伤现象

(李贞等,2010)。
自微核技术创建以来(Heddle,1973;Schmidt,

1975),由于其方法的简单快捷和有效性得到了全

球研究机构的认可,已被确定为新药、食品添加剂、
农药、化妆品等毒理安全性评价的必做实验之一

(苑宇哲等,2004;杜峰涛和李林,2007)。 由于蝌蚪

的皮肤极薄,具有极好的渗透性,且在变态前有外鳃

暴露于水环境中。 因此,水环境中的污染物能很快

地作用于其机体。 同时,蝌蚪数量多、易于在实验室

条件下饲养和观察,且红细胞染色后胞核结构特别

清晰。 因此,蝌蚪红细胞微核实验成为检测水中污

染物一种比较理想的方法 (汤新慧,1998;耿德贵

等,2000;林玲等,2009)。 国内外学者利用两栖类动

物的蝌蚪进行了大量的有关环境污染因子的毒性效

应研究(南旭阳等,2000;Hyaes et al. ,2003;苑宇哲

等,2005),证实通过观察红细胞微核及核异常,可
监测这些污染因子的诱导作用,进而评估它们对环

境的影响。
花背蟾蜍(Bufo raddei)是中国北方的广布种,

在发育生物学和环境污染检测等方面已被广泛作为

实验动物(龙静等,2004;何米雪等,2006;魏仲梅等,
2008)。 本文选用花背蟾蜍蝌蚪作为实验对象,探
讨实验室条件下不同浓度的复合肥对其红细胞的遗

传损伤作用,以初步确定可以保证花背蟾蜍蝌蚪正

常发育,同时不影响农作物生长前提下的化肥安全

施用浓度,为水环境保护及农业的可持续发展提供

可参考的科学资料。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 供试材料

实验动物:花背蟾蜍蝌蚪,将从沈阳昭陵采回的

抱对的花背蟾蜍放在 41 cm(L) 伊29郾 5 cm(W) 伊
21郾 5 cm(H)的整理箱中,向整理箱中加 4 L 曝气 2
d 的自来水,让其在室内产卵。

复合肥:湖北洋丰股份有限公司产硫酸钾型复

合肥, N鄄P2 O5 鄄K2 O (12鄄20鄄13 ) 总养分逸45% ,GB
15063—2001,鄂农肥(2009)准字 0086 号,鄂农 XK
13鄄001鄄00003。
1郾 2摇 实验方法

1郾 2郾 1摇 急性实验摇 用曝气 2 d 的自来水配制 1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10、11 和 12 g·L-1的复合肥的水溶

液,并搅拌促其充分溶解后取其上清液,依据 Gosner
(1960)分期标准选取 31 期蝌蚪,将它们暴露在不

同浓度的复合肥溶液中 96 h,每组 20 只,每天记录

其死亡数量。 按照改良的窦氏法计算出 LD50 为

8郾 76 g·L-1,故取 1、1郾 5、2、2郾 5 和 3 g·L-1作为慢

性实验的浓度,以 0 g·L-1作为对照组。
1郾 2郾 2摇 慢性实验摇 配制 5 和 6 g·L-1的化肥工作

母液,取其上清液稀释至实验所需浓度,将 500 枚花

背蟾蜍的受精卵放入盛有 12 L 不同浓度复合肥溶

液的整理箱中进行慢性染毒实验。 对照组和实验组

花背蟾蜍的孵化率均在 95%以上,相互之间没有显

著性差异。 待其孵化后每天上午喂以熟鸡蛋黄、经
开水烫过的菠菜叶及鱼虫。 每隔 1 d 完全更换一次

培养箱中的水。
在每个浓度组中选取发育至 31、42、46 期的蝌

蚪各 7 只,断尾取血做涂片或印片。 一般 31 期一只

蝌蚪做一张血涂片,42 和 46 期一只蝌蚪做 1 ~ 2 张

血涂片。 甲醇固定,Wright 染色液染色。 参照耿德

贵等(2000)和楼允东和吴萍(1994、1996)对微核和

核异常判断标准进行计数,并结合本实验的实际情

况作了部分调整(表 1)。 每张血涂片计数细胞数大

于 1000 个,同时选取染色效果好的血涂片照相,利
用 Olympus鄄BX50 多功能显微镜观察并照相。
1郾 3摇 数据处理

观察结果以千分率(译)表示。 计算公式如下:
微核细胞率 =具有微核的细胞总数 /观察细胞

总数伊1000译
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核异常细胞率 =每种类型的核异常数 /观察细

胞总数伊1000译
所得数据经 SPSS 16郾 0 软件进行单因素方差分

析分析,结果表示为平均值依标准差。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 复合肥对花背蟾蜍红细胞微核的诱导

不同浓度组复合肥染毒后,大多数表现出对花

背蟾蜍蝌蚪外周血红细胞微核有极明显的诱导作用

(表 2)。 而且发现不仅有大小为主核的 1 / 10 左右

的小型微核(图 1鄄1),还有大小为主核 1 / 3 左右的

大型微核(图 1鄄2)的出现,但在数量上大型微核数

仅占微核总数的 1 / 10 左右。 花背蟾蜍蝌蚪红细胞

微核呈圆形,大多脱离主核,存在于胞质中。 2 种微

核的染色特征与主核基本一致。
由表 2 可见,首先在对照组中,所观察的 3 个发

育期蝌蚪外周血红细胞微核细胞率呈“U冶型的变化

规律,即 31 期为最高,42 期最低,46 期略有上升,且
不同浓度组处理后的微核细胞率也具有同样的变化

趋势。 其次,在处理组中,2郾 5 g·L-1染毒后蝌蚪的

微核细胞率在 3 个发育期中均呈最低数值,虽均高

于对照组,但与对照组间没有显著性差异。 第三,红
细胞微核率的最高值虽然与对照组间均呈极显著性

差异,但在 31、46 期出现在 1 g·L-1浓度组,而在 42
期则出现在 2 g·L-1。
2郾 2摇 复合肥对花背蟾蜍红细胞核异常的诱导

经不同浓度化肥染毒后,花背蟾蜍蝌蚪外周血

表 1摇 核异常的分类标准
Table 1摇 Classification standard of nuclear anomalies
核异常类型 判断标准

双核 细胞内有 2 个大小形状相差不大的核

核分叶 细胞内有至少 3 个核,核的形状和大小不一

核空泡 细胞核上有一明显的没有染色质的空泡

核不规则 细胞核的边缘十分不整齐,有的向内凹陷,有的向
外突出,使细胞核呈现出各种不规则的形状

红细胞中均出现多种类型的核异常现象(表 1,图
1),主要可分为双核、核分叶、核空泡和核不规则

(核内凹和核突出)。 其中双核和核分叶属于核在

整体结构上发生了重大的变化,且在计数和数据分

析中占有明显的重要作用,故将其划分为第 1 类核

异常;而核不规则只是细胞核整体结构不变的情况

下,由于外在的因素引起的核膜结构的局部改变,致
使细胞核边缘形态的改变或者核内染色质分布发生

改变,因此,将其划为第 2 类核异常。 在后续的统计

数据中可以显示出第 1 类和第 2 类核异常之间存在

着比较明显的诱导差异。
由表 2 可见,在 4 种核异常的对照组中,只有核

不规则细胞率在所观察的 3 个发育期间数值比较接

近,而空泡细胞率由 31 期、42 期到 46 期呈下降的

趋势,核分叶细胞率和双核细胞率与微核细胞率一

样,呈现前降后升的趋势,即呈“U冶型变化。 实验结

果提示,在对照组中,存在一个基础的核异常数值,
即核异常本底数值,并且在蝌蚪不同发育期存在着

一定的变化趋势。

图 1摇 花背蟾蜍蝌蚪红细胞的异常核和正常核
Fig. 1摇 Normal and abnormal nuclear of Bufo raddei tadpoles
1,小微核;2,大微核;3,核分叶;4,双核;5,核空泡;6,核不规则;7,正常核。
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表 2摇 不同复合肥浓度下花背蟾蜍蝌蚪的微核及核异常率
Table 2摇 Change in ratio of micronuclei and nuclear anomalies
发育期
(期)

浓度
(g·L-1)

蝌蚪数
(只)

微核细胞率
(译)

双核细胞率
(译)

核分叶率
(译)

核空泡率
(译)

核不规则率
(译)

31 0 7 86郾 35依17郾 91 10郾 90依4郾 01 16郾 92依2郾 27 39郾 07依7郾 25 221郾 37依41郾 96
1 7 175郾 65依30郾 83** 23郾 76依6郾 54 55郾 03依12郾 56** 16郾 82依5郾 93 290郾 98依32郾 28
1郾 5 7 161郾 17依33郾 33** 48郾 99依18郾 38** 47郾 29依5郾 65** 33郾 25依4郾 85 484郾 06依96郾 81**

2 7 139郾 59依13郾 29* 18郾 59依11郾 68 59郾 73依16郾 75** 34郾 65依5郾 33 432郾 44依123郾 91**

2郾 5 7 106郾 54依24郾 87 23郾 60依14郾 03 9郾 16依4郾 84 87郾 47依32郾 69** 441郾 52依71郾 32**

3 7 151郾 46依32郾 66** 32郾 87依14郾 87** 54郾 59依14郾 08** 59郾 57依19郾 09 518郾 28依18郾 94**

42 0 7 18郾 41依5郾 42 1郾 60依0郾 52 0郾 63依0郾 54 21郾 52依9郾 77 241郾 43依125郾 94
1 7 69郾 86依13郾 26* 8郾 65依3郾 25 21郾 44依12郾 10* 42郾 62依27郾 70 542郾 05依32郾 57**

1郾 5 7 92郾 47依18郾 46** 23郾 21依14郾 59* 26郾 79依12郾 22** 58郾 81依9郾 95* 485郾 70依43郾 77**
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3 7 109郾 47依40郾 36** 20郾 52依10郾 82* 10郾 34依6郾 32 45郾 36依11郾 22 391郾 88依67郾 01*

46 0 7 38郾 77依17郾 40 20郾 08依1郾 93 3郾 61依2郾 67 10郾 79依5郾 18 197郾 38依50郾 83
1 7 195郾 99依19郾 82** 31郾 06依8郾 28 43郾 02依14郾 34** 49郾 03依11郾 36 328郾 66依56郾 30*

1郾 5 7 94郾 28依20郾 17* 31郾 74依9郾 30* 11郾 52依7郾 50 74郾 96依37郾 36* 410郾 31依21郾 92**

2 7 140郾 57依37郾 77** 26郾 86依7郾 96 17郾 54依8郾 93 42郾 88依15郾 78 417郾 67依85郾 59**

2郾 5 7 69郾 27依32郾 08 20郾 30依4郾 15 1郾 83依0郾 48 71郾 87依37郾 75* 336郾 74依51郾 85**

3 7 117郾 57依40郾 90** 14郾 73依1郾 69 14郾 5依7郾 12 54郾 83依32郾 48 438郾 95依31郾 82**

*与对照组间呈显著性差异(P<0郾 05);**与对照组间呈极显著性差异(P<0郾 01)。

摇 摇 在第 1 类的核异常中,31 期蝌蚪最为严重,42
期次之,46 期最轻微。 在 31 期中,核分叶细胞率在

2郾 5 g·L-1 处理组最低,并与对照组间无显著性差

异,其他 4 个处理组均与对照组呈极显著性差异;双
核细胞率在 1郾 5 和 3 g·L-1浓度组与对照组间呈极

显著性差异,其他均无显著性差异。 42 期的核分叶

细胞率在 2郾 5 g·L-1(最低值)和 3 g·L-1(次低值)
浓度组与对照组间无显著性差异,其余 3 个浓度组

与对照组间呈显著或极显著性差异;双核细胞率仅

在 1郾 5 和 3 g· L-1 浓度组与对照组间呈显著性差

异,其他均无显著性差异。 而 46 期只在 1 g·L-1浓

度组中核分叶细胞率与对照组间呈极显著性差异,
其余浓度组的核分叶细胞率和双核细胞率均与对照

组间无显著性差异。
在第 2 类核异常中,31 期受损伤最轻,46 期次

之,42 期最重,与第 1 类核异常不同。 在核内空泡

细胞率中,31 期的最高值出现在 2郾 5 g·L-1浓度组,
并与对照组间呈极显著性差异,42 期和 46 期的最

高值均出现在 1郾 5 g·L-1浓度组,虽然与相应的对

照组间仅呈显著性差异,但与 31 期相比较却降低了

2 个浓度等级;而且 46 期在 2郾 5 g·L-1浓度组还有

一个次高值的出现,也仅与对照组间呈显著性差异。
在核不规则细胞率中,31 期和 46 期的最高值均出

现在 3 g·L-1浓度组,与对照组间呈极显著性差异,
而 42 期的最高值却仍然出现在 1 g·L-1浓度组,并

与对照组呈极显著性差异。 但与前 2 个发育期相

比,降低了 4 个浓度级别。

3摇 讨摇 论

3郾 1摇 复合肥染毒后对花背蟾蜍红细胞微核的诱导

作用

对于微核的生成机制,多数学者认为微核主要

是由于细胞受外界因素损伤后染色体畸变中的无着

丝粒断片和单条或多条染色体,在分裂过程中脱离

原有的细胞核所致。 一般将由于断裂产生的无着丝

粒染色体断片形成的体积只有原核 1 / 10 左右的微

核称为小微核;由于纺锤体损伤导致一条或多条染

色体脱离主核而形成体积为主核 1 / 3 左右的微核称

为大微核(贺维顺和王蕊芳,1992;耿德贵等,2000;
符英丽和曾雪爱,2002)。 但也有学者通过实验证

实,在细胞分裂间期,细胞核可以通过出芽的方式生

成微核,并指出部分微核具有一定的结构,且具有

DNA 的复制能力(曹佳等,2000;耿德贵等,2000;杜
峰涛和李林,2007)。 本实验中观察到 2 种类型的微

核,说明复合肥溶液作用于花背蟾蜍蝌蚪后,对染色

体和纺锤体的结构均有一定的破坏作用,但从 2 种

微核所占的比例看,复合肥溶液的毒性作用主要是

对染色体的损伤。 另外,实验结果也显示出不同发

育期的蝌蚪,对复合肥诱导微核的应激性存在着明

显的差异。 如 31 期和 46 期在 1 g·L-1浓度时就出
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现了微核细胞率的最大值,而 42 期蝌蚪在 2 g·L-1

的浓度组中才出现微核细胞率的最大值,且在数值

上小于前二者,并呈显著或极显著差异。 本实验结

果与用硝酸铵化肥溶液处理不同孵化期锄足蟾(Pe鄄
lobates cultripes)蝌蚪的结果相同(Ortiz鄄Santaliestra et
al. ,2006)。 进一步说明在蝌蚪的不同发育时期,由
于体内各种器官构建进程不同,功能完善的程度不

同,对外界因素的敏感性及通过自身的防御功能抵

御外界损伤和修复能力也有着显著的差异。
3郾 2摇 复合肥染毒对花背蟾蜍红细胞核异常的诱导

作用

复合肥染毒后花背蟾蜍外周血红细胞,不仅出

现了一般研究中常见的核突起、核凹陷等核异常类

型(楼允东和吴萍,1994,1996;耿德贵等,2000),还
出现了较多的核分叶和双核现象。 核分叶即在染毒

的花背蟾蜍蝌蚪的红细胞中,同时存在 3 个以上小

于正常核,且相互之间独立或有一定连接点的核结

构,而此时的红细胞外形仍为正常的椭圆形。 有研

究表明,微核是细胞受外界因素影响启动细胞凋亡

后,Ca2+依赖性内切酶对 DNA 进行切割,所形成的

细胞核碎片(杜峰涛和李林,2007)。 因此,作者认

为核分叶现象应属于细胞凋亡初期的现象。 同时,
从表 2 看,微核细胞率和核分叶细胞率之间似乎存

在着一定的关系,但还需后续实验的证实。
在磷酸二铵化肥的染毒实验中,花背蟾蜍肝细

胞内主要抗氧化酶活性呈现明显升高趋势(李贞

等,2010),说明磷酸二铵染毒能引起细胞内氧自由

基的过量产生。 氧自由基不仅对生物膜结构有着明

显的破坏作用,还破坏包括细胞骨架在内的蛋白质

结构,最终导致细胞骨架结构的解体(凌亦凌和刘

艳梅,2004)。 在两栖类外周血中,红细胞存在少量

的无丝分裂现象。 因此,在血涂片上常看到胞质和

胞核均呈“8冶字形的细胞(王晓茹等,2010)。 但复

合肥染毒后,在血细胞中很少能观察到呈“8冶字形

的细胞,却能发现较多数量的双核细胞。 这种现象

的出现,是否与复合肥刺激引起氧自由基的增加,从
而破坏了细胞分裂过程中各种骨架成分结构之间的

协调作用,或者与复合肥染毒刺激引起了蝌蚪红细

胞分裂增多有关,还有待深入探讨。
3郾 3摇 不同发育时期对复合肥染毒的敏感性

在蟾蜍的胚胎发育和变态发育过程中,各器官

结构和功能上的完善具有一定的顺序,且不同的发

育时期,对外界环境因素刺激的应激性也具有一定

的差异性(赵振芳,1991;陈伟庭和李东风,2005;陈
伟庭等,2007)。 本实验观察到在 3 个发育期中,31
期蝌蚪在微核细胞率和第 1 类核异常细胞率 2 项均

显示出了对外界污染因素极高的敏感性,46 期次

之。 而 42 期则显示出了外界污染因素较强的抵抗

能力。 从蝌蚪发育时期的划分上看,42 期的蝌蚪前

肢已经伸出,开始尝试由前肢支撑着抬头、登陆,此
时其呼吸逐渐由鳃呼吸转变为肺呼吸。 正是由于呼

吸方式的改变和逐步登陆脱离水环境,导致了水环

境中污染因子对其的作用有所降低或减弱。 而 31
期和 46 期分别是后肢发育旺盛期和尾部通过程序

性死亡自我吸收的过程。 此时蝌蚪体内进行着复杂

的形态结构和生理功能的重建,故表现出对外界环

境极为敏感的状态。
既然复合肥对花背蟾蜍蝌蚪外周血细胞具有明

显的毒性作用,那么在由卵到幼蟾的整个发育过程

中,各个脏器结构和功能的构建,尤其是生殖腺的正

常发育是否也会受到复合肥的影响进而对两栖动物

种群的稳定具有潜在的威胁作用;即使是完成发育

的幼蟾,各系统功能是否正常,能否安全渡过即将面

临的严冬等问题,还有待进一步的探讨。
另外,在实验设置的 5 个浓度组中,2郾 5 g·L-1

组在微核细胞率和第一类核异常细胞率两项显著低

于 2 和 3 g·L-1 浓度组。 这种不符合剂量鄄效应关

系的现象,是复合肥对花背蟾蜍蝌蚪外周血微核和

核异常诱导本身存在的特性,还有由于实验中观察

的个体数量有限而产生的现象也有待于后续实验的

验证。
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