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摘要 : 为了研究常乐稀土多元复合肥对主要农作物———玉米 ( Zea mays L.) 是否产生细胞毒性和遗传毒性效应 ,

采用不同梯度质量浓度的稀土复合肥溶液对玉米进行处理 , 观察其根尖生长状况 , 统计分析细胞死亡率、微核

率、有丝分裂指数以及对细胞 DNA 的损伤情况 . 结果表明 , 质量浓度为 10mg·L- 1 以下时 , 常乐稀土复合肥能够

促进玉米根尖的生长 , 100mg·L- 1 以上时抑制根尖生长 ; 随着试验浓度的递增 , 细胞死亡率、微核率、DNA 损伤

率逐渐上升并具有正相关性 , 表现出明显的剂量 -效应关系 , 而有丝分裂指数却随着浓度的增加逐渐下降 . 以上结果表

明 , 常乐稀土复合肥对玉米确有一定的细胞毒性和遗传毒性效应 , 其细胞毒性阈值和遗传毒性阈值皆为 100mg·L- 1.
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Abstract : The root tips were treated with different concentrations of Rare Earth Multi - element Compound Fertilizer ( RE -

MECF) in order to evaluate the effect on maize in terms of the growth of root - tip , the mortality, the frequency of

micronucleus ( FMN) , mitosis index ( MI) and DNA damage. The results indicated that the dosage below 10mg·L - 1

( expressed by concentration of RE - MECF) could accelerate the growth of root tips of Zea mays L. , but the groups which

were treated by the dosages above 100mg·L- 1 were repressed. The mortality, frequency of micronucleus ( FMN) and DNA

damage increased while mitosis index ( MI) decreased with increasing concentrations, from which, the dosage- effect

relationship was clearly demonstrated. These results suggested that the RE - MECF had certain cytotoxic and genotoxic effect ,

and that the cytotoxic and genotoxic threshold dosages were both 100mg·L- 1.
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1 引言( Introduction)

稀 土 多 元 复 合 肥 ( Rare earth multi - element

compound fertilizer, RE - MECF) 在我国农、林、牧业

生产中的广泛使用 , 客观上提高了农作物的产量

和品质、畜禽的生长速度( 熊炳昆等 , 2001) . 有学

者研究了稀土元素镧对人肝细胞株 7701 的增殖

和蛋白质表达的影响后认为 : 尽管低浓度的 La3+

对细胞具有明显的增殖作用 , 但增殖细胞中蛋白

质的表达和正常细胞的蛋白质表达却有明显的差

异 , 暗示在稀土促进增殖下的细胞可能并非正常

( 刘会雪等 , 2004) . 关于单一稀土元素对动植物

生理、生化的影响已有报道( 史萍等 , 2004; 李晓滨

等 , 1999) , 但 RE- MECF 对植物的遗传毒性作用报

道不多 . 生产中施加 RE- MECF 后 , 玉米苗期根系

和地上部分稀土含量存在明显的剂量 - 吸收关系

( 徐星凯等 , 2001) . 稀土元素还可以通过食品、农

畜产品等途径间接地进入人体并积聚在肝、脾、骨

骼中 ( 丁桂树等 , 1984) . RE- MECF 是否会给人体

健康带来危害至今还不清楚 , 但已有资料报道农

用稀土常乐在≥2.5mg·kg- 1 剂量下可不同程度地

通过大鼠胎盘屏障引起胚胎的肝细胞和发育中的

红细胞 DNA 损伤( 周莉等 , 2004) . 所以 , 以作为食

用和饲用的玉米为检测毒性效应的实验材料更具

有现实意义 . 本文采用微核测试技术( Micronucleus

test, MNT) 、单细胞凝胶电泳技术( SCGE) 等 , 研究

RE- MECF 对玉米的细胞毒性和遗传毒性效应 , 以

期为 RE- MECF 的科学利用提供依据 .

2 材料与方法( Mater ials and methods)

2.1 材料

玉米( Zea mays L.) , 澄海 9 号品种( 购于徐州

两山口种子站) 子一代品系 ; 稀土多元复合肥 : 市

售常乐系列 , 含有镧、铈、镨、钕等多种硝酸稀土

元素( 无具体含量 , 内蒙古包头市若而斯复合肥厂

生产) .

2.2 溶液配制

RE - MECF 溶液 分别称取一定质量的 RE -

MECF 用 双 蒸 水 定 容 至 104、103、500、100、10、

1.0mg·L- 1 6 个梯度浓度 .

NaN3 溶液 双蒸水配制成 10mg·L- 1 的 NaN3

作为阳性对照( CK+) .

2.3 实验分组

共分为 8 组 , 即稀土浓度组( 6 个浓度梯度) 、

阳性对照和阴性对照( 双蒸水 CK-) .

2.4 方法与技术

2.4.1 实验处理

选取生长良好、长度相似的玉米幼苗分别置

于盛有上述各组溶液的小烧杯中 , 于 26℃恒温培

养 6h 后彻底清洗 , 在双蒸水中修复培养 24h 备用 .

2.4.2 制片与镜检

剪下处理的幼苗根尖 , 新配卡诺固定液固定

6h, 再用质量浓度为 36.5g·L- 1 的 HCl 62℃下处理

12min 左右 , 双蒸水洗净 HCl, 改良苯酚品红染色 ,

常规制片 , LEICA DMRA2 显微镜观察和拍照 . 每

组至少观察 1000 个细胞 , 重复 3 次 , 按 Kihlman

( 1986) 的标准鉴定微核 , 每 1000 个细胞中的微核

数用微核千分率( Frequency of micronucleus , FMN)

表示 ; 统计分裂期细胞数 , 计算有丝分裂指数

( Mtosis index, MI)( 在一个细胞群体中 , 处于有丝

分裂期的细胞占总细胞的百分数称为有丝分裂指

数 . 有丝分裂指数值越高 , 说明细胞分裂越快 , 反

之越慢) . 有丝分裂指数可以作为指示细胞生长

状况和细胞周期的重要指标 .

2.4.3 苔盼兰法检测玉米根尖细胞原生质体死

亡率

取处理后长约 0.3cm 的根尖 , 剪碎后加适量

体积比为 1: 1 的纤维素酶和果胶酶溶液 , 于 28℃

酶解、过滤 , 然后 2000r·min- 1 离心 5min , 收集原生

质体 , 并立即用 0.5%苔盼兰染色 5min , 迅速在普

通光镜下观察统计 . 死细胞被染成蓝色 , 活细胞

拒染而呈无色透明状 . 随机选择 10 个视野 , 统计

活细胞数( M) 和死细胞数( N) , 计算细胞死亡率

R, R=[ N/( M+N) ] ×100%, 再将各组死亡率与阴性

对照相比得到相对细胞死亡率 .

2.4.4 玉米根尖细胞核提取及单细胞凝胶电泳

细胞核提取采用 Liu 等( 1994) 的方法稍加改

进 , 即液氮研磨、低温下 NIB( 细胞核提取缓冲液)

提取的方法 . 单细胞凝胶电泳技术 ( SCGE) 参照

Koppen 等( 1996) 的实验方法 , 略加改进 .
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2.5 数据处理

采用 SPSS 11.5 统计分析软件进行方差分析

和 t 检验 .

3 结果与分析( Results and analysis)

3.1 RE- MECF 对玉米根尖生长的影响

观察玉米根尖生长发现 : 当 RE- MECF 浓度为

1mg·L- 1 时 , 玉米生长状况与阴性对照组基本没有

差异 ; 10mg·L- 1 浓度下能较大地促进根尖生长 , 但

是随着浓度的逐渐升高( 100、500、104mg·L- 1) 玉米

根尖生长明显受到抑制 , 根尖变的粗细不均、弯

曲 , 颜色逐渐变黄、发黑 , 因纤维化增强而使根尖

组织变硬 ; 当达到 104mg·L- 1 时 , 根尖生长几乎完

全被抑制 , 显示出生长过程中的“低促高抑”作用 .

水解过程中发现 , 随着浓度的递增 , 根尖的水解效

果变差 , 压片时细胞不易分散而易聚集 , 细胞核深

染、变形、核出芽及核碎裂( 见图 1 - 1、6、7、9) 、核

仁和核质不清晰、核质颗粒减少甚至消失等 . 分

析认为 , 10mg·L- 1 浓度的 RE- MECF 对玉米根尖生

长不但没有表现出毒性作用反而刺激根尖的生

长 ; 从浓度为 100mg·L- 1 并逐渐升高时 , RE - MECF

对根尖细胞表现出毒作用 , 表明当浓度大于100mg·

L- 1 时 RE- MECF 对玉米根尖具有一定细胞毒性 ,

亦即细胞毒性阈值浓度为 100mg·L- 1.

3.2 玉米根尖细胞原生质体苔盼兰法统计死亡率

将表 1 中的 1~6 号实验所得细胞原生质体经

苔盼兰染色后的死亡情况进行统计 , 发现细胞死

亡率随着 RE- MECF 浓度的升高逐渐升高 , 亦表明

RE- MECF 具有一定的细胞毒性 . 其细胞相对死亡

率变化趋势如图 2 所示 .

3.3 RE- MECF 对玉米根尖细胞的微核效应

RE - MECF 对玉米根尖细胞微核效应如表 1

所示 . 与阴性组比较 , 1mg·L- 1 处理组微核率无明
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显差异 , 10mg·L- 1 时因无细胞毒性并能刺激根尖

生长故表现出微核率降低 ; 在 10~500mg·L- 1 浓度

范围内 , 微核率随 RE- MECF 浓度升高而增加 , 呈

现出明显的剂量 -效应关系 , 100mg·L- 1、500mg·L- 1

与阴性对照组相比差异均极显著( p<0.01) ; 当浓

度升高到 103mg·L- 1、104mg·L- 1 时 , 因细胞毒作用

增强致使微核率显著下降 , 与阴性对照比较分别

为差异极显著( p<0.01) 和差异显著( p<0.05) . 镜

检结果还显示 , 一定浓度 RE- MECF 能诱发玉米根

尖细胞产生单、双微核、染色体粘连、断片、多极化

等染色体损伤现象 ( 图 1 - 2、3、4、5、8) . 表明 , 在

一定浓度范围内 , RE - MECF 对玉米根尖细胞核、

染色体均造成损伤、形成微核及染色体变异 , 具有

一定的遗传毒性效应 , 遗传毒性阈值为 100mg·L- 1.

3.4 RE-MECF对玉米根尖细胞有丝分裂指数的影响

由表 1 可知 , RE - MECF 浓度≤10mg·L- 1 时可

以促进玉米根尖的生长 , 而当浓度≥100mg·L- 1 时

却抑制其生长 ; 其中在 100、500mg·L- 1 浓度下 , 有

丝分裂指数和阴性对照组比较差异极显著 ( p <

0.01) ; 在 103、104mg·L- 1 浓度时与阴性对照组相比

虽然差异也为极显著( p<0.01) , 但有丝分裂指数

值却迅速下降 , 这种情况与微核率在高浓度下降

低的结果相一致 . 表明 : 外源性化合物的遗传毒

性只有经过细胞分裂周期过程才能表现出来 ( 段

昌群等 , 1995) , 没有经过细胞分裂 , 即使毒性很强

的遗传毒物 , 也无法用染色体畸变、微核等细胞遗

传学手段进行监测 .

3.5 RE-MECF 诱导的 DNA损伤及剂量 -效应关系

实验中阴性对照的细胞几乎没有出现拖尾现

象 ; 10mg·L- 1 浓度下细胞核出现拖尾的现象也较

少 , 绝大多数细胞核完整、呈圆形 ; 除 104mg·L- 1 浓

度外 , 在 100~103mg·L- 1 范围内各浓度组的细胞核

均出现 DNA 断裂 , 形成桔红色荧光头部和彗星状

尾部 , 随着浓度的递增拖尾率增高、拖尾长度增

加、各组平均头长均小于阴性对照组 . 表明 : 随着

RE- MECF 浓度的增加 , DNA 受损的细胞数增加 ,

受伤程度加重 , 呈现剂量 -效应关系 . 将各浓度组

的彗星头长、尾长与阴性对照组比较 , 均出现显著

性或极显著性差异 . 各浓度组细胞的彗星头长、

尾长、拖尾率及 DNA 损伤率见表 2.

表 1 稀土复合肥对玉米根尖 FMN、MI 的影响

Table 1 The effect of RE-MECF on the FMN, MI of Zea mays L.

注 : * 表示与阴性对照比较差异显著( t 检验 , p<0.05) ; ** 表
示与阴性对照比较差异极显著( t 检验, p<0.01)

编号

No.

浓度/( mg·L-1)

Concentration

统计细胞数

Number of

cells scored

微核率

Frequency of

micronucleus

有丝分裂指数

Mitosis index

1 阴性对照 CK- 3023 3.31±0.87 85.56±6.14

2 1 3012 2.99±0.57 89.63±3.62

3 10 3015 1.66±0.67 90.88±2.12

4 100 3086 15.54±2.20** 29.18±0.82**

5 500 3028 55.46±2.66** 10.29±0.32**

6 103 3120 20.54±0.41** 8.84±1.94**

7 104 3015 6.30±1.45* 8.96±1.53**

8 阳性对照 CK+ 3047 34.15±2.80** 59.76±6.22*

注 : * 表示与阴性对照比较差异显著( t 检验 , p<0.05) ; ** 表示与阴性对照比较差异极显著( t 检验 , p<0.01)

表 2 稀土复合肥对玉米根尖细胞 DNA 损伤的指标

Table 2 Indices of DNA damage in maize cells of roots in vivo induced by RE- MECF

编号 No.
浓度/( mg·L-1)

Concentration

头长/cm

Head length

尾长/cm

Tail length

1 阴性对照 CK- 7.31±0.54 4.15±0.50

2 10 7.49±1.24 3.98±0.52

3 100 5.21±0.93* 7.49±1.72**

4 500 4.38±0.52** 10.12±1.03**

5 103 3.96±0.98** 11.25±2.06**

6 104 6.87±1.35 4.82±0.34

7 阳性对照 CK+ 4.48±2.31** 10.41±3.93**

拖尾率/%

Percentage of tailed cells

8.25

9.75

35.75

71.25

79

31.05

77

DNA损伤率/%

Ratio of DNA damage

0

9.76

20.97

24.65

1.96

23.03

3.6 SCGE 实验结果与微核率、有丝分裂指数之

间的相关性

由表 3 可以看出 , 在 100~104mg·L- 1 浓度范围

内 : 1) 彗星尾长、拖尾率与细胞微核率之间存在

正相关性( r 分别为 0.833、0.742) , 表明 : 随着彗星

尾长及拖尾率的增加 DNA 损伤加重 , 细胞微核率

也相应上升 ; 2) 彗星尾长、拖尾率以及细胞微核

率与有丝分裂指数之间存在负相关性( r 分别为 -
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0.715、- 0.770、- 0.569) , 表明 : RE - MECF 诱导的

DNA 损伤会影响根尖细胞分裂 , 使分裂的细胞数

减少 , 分裂速度变慢 .

4 讨论( Discussion)

4.1 玉米可以作为植物检测材料

由于植物检测技术具有快速、灵敏、培养操作

简便等特点 , 并与动物实验结果在终点反应的指

示本质上具有一致性 , 因此被普遍用作检测外源

化合物毒性的材料( Grant et al., 1999; Ma, 1999) ,

如蚕豆、紫露草、洋葱、大麦等 . 有资料表明 , 当

NaN3 达到 1mg·L- 1 时玉米的微核率与阴性组比较

差异极显著( 崔文峰等 , 2005) , 而以蚕豆为材料 ,

则 NaN3 达到 16mg·L- 1 以上时才与阴性组有显著

差异( Zhang et al., 2002) , 仅就此而言 , 作为微核

检测材料 , 玉米比蚕豆更敏感. 玉米还具有易培养、

根系发达、染色体数目少、处理简单等特点 , 因此玉

米可以作为检测外源化合物遗传毒性的实验材料 .

4.2 关于 RE- MECF 的“低促高抑”现象形成机制

本文研究中的“低促高抑”现象 , 在被处理根

尖的生长状况、细胞死亡率以及有丝分裂指数等

指标的变化上都有相应的表现 , 此结果与其他报

道一致 ( 程上穆等 , 2003; 屈艾等 , 2001; 2004) :即

适当浓度的稀土元素具有促进动、植物生长发育

的作用 , 当超过一定剂量时 , 动、植物生长反而受

到抑制和毒害 . 这种现象可能是由生物体内多种

机制产生的 , 比如生长、发育的调节机制、机体内

自由基消长的调节机制、有关酶活性的调节机制

等等 , 均有待人们深入研究 . 另外 , 文中的相关性

分析也进一步说明 DNA 损伤越严重 , 细胞微核率

越高、有丝分裂的细胞数量就越少 .

4.3 关于 RE- MECF 的细胞毒性和遗传毒性效应

利用玉米研究常乐稀土复合肥的细胞毒性和

遗传毒性 , 无论是在亚细胞水平上的细胞核损伤

( 微核形成等) , 还是在分子水平上的遗传物质

DNA 损伤( 彗星细胞形成) , 均说明常乐稀土复合

肥提高了玉米的诱变机率 , 确有一定的致突变性 .

据资料报道 , 稀土在土壤中可以累积 , 不论是土施

还是喷施稀土肥料 , 稀土元素均可以通过植物根

系或叶片进入植物体内 , 并以较快的方式分配到

各器官部位( 徐星凯 , 2005) . 由此推测 , 稀土肥料

的施用也可能使生态系统中其他动、植物诱变率

提高 , 如此会产生何种生物效应、后果如何至今还

不甚清楚 . 有研究表明 , 稀土可不同程度地蓄积

在动物或人类的骨骼、大脑、肾脏、睾丸等器官中

( 陈祖义 , 2002) , 甚至可以影响大鼠胎仔 . 通过对

生长在稀土区儿童智商调查( 从自产粮、菜、肉等

15 种主要日常食物计算稀土元素的日摄入量 , 值

得注意的是食物中有 13 种是植物) 研究表明 , 稀

土区儿童在智商均数、记忆力、注意力和推理能力

方面显著低于对照区 , 说明稀土影响了大脑发育

及功能 , 提示稀土对大脑有毒性作用 , 可能干扰了

大脑正常的生理生化过程使智商下降 ( 朱为方等 ,

1996) . 上述稀土对环境、生态和人类的影响以及近

期和远期的生物学效应问题 , 亦即稀土农用安全性

的问题 , 确是一个值得关注、亟待深入研究的问题 .
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