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摘要:采用野生型秀丽小杆线虫与带有 h sp16启动子的转基因虫株分别对厦门岛附近 5个站位的表层水样污染程度进行了监测,并将致死率

和染色率的检测结果进行比较.结果表明, 秀丽小杆线虫的致死率和染色率具有相关性.应用模式生物秀丽小杆线虫对环境及污染物的监测

的方法可行,用转基因的秀丽小杆线虫能够提高检测的灵敏度,缩短检测时间.
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Abs tract: Ca enorhabd itis eleg ans w as appl ied as a pollu t ion b iosen sor because of its sm all size, h igh fecund ity and sh ort generation tim e. Itsm ortality is

a b iomonitoring criterion w h ich ind icates the d egree of pollu tion. In th is study, both the mortality of the w ild-type w orm and th e stain ing of a transgen ic

s train w ere used to test the quality of surfacew ater sam p les from f ive stat ion s in the X iam en sea area. C omparison of b oth resu lts show thatm ortality and

s taining w ere correlated. U s ing C. elegan s stress-inducible tran sgen ic w orm s as b iosensors could shorten th e test ing t im e and imp rove th e sen sit ivity of

env ironm en talm on itoring.
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1 引言 ( Introduct ion)

水源与人类的生产生活关系密切. 一般对环境

水质污染程度的检测多采用化学的方法, 如 ICP /ES

技术、ICP-M S技术、原子吸收光谱法等对水体进行

分析. 但应用这些方法进行污染监测有许多缺点,

如:样品处理时间长,方法繁琐, 且大都只能对某几

种物质含量作出分析, 不能反映几种物质共同作用

时对生物体的联合效应. 而生物监测弥补了上述化

学方法的不足.

秀丽小杆线虫 ( Caenorhabditis elegans )是一种

国际公认的模式生物, 为多细胞生物. 其结构简单、

遗传背景清楚,生活周期短, 可在实验室大量培养,

能够排除通常使用贝类、鱼类、藻类等现场采集的

动植物由于个体差异造成的误差,有利于生物监测

的标准化与规范化,可用于毒理学研究和作为生物

感受器应用于环境污染的检测研究.加之秀丽小杆

线虫全基因组序列已知, 可利用分子生物学技术对

其进行改造, 因而可发展出敏感性不同、适用于不

同污染程度的超敏或低敏的虫株.

通常生物监测多采用致死率、繁殖能力等作为

评价污染程度的指标, 将分子生物学技术运用于生

物监测中可以大大提高生物监测器的灵敏度, 缩短

检测时间.生物体受到化学等不良条件的刺激会导
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致热休克蛋白 ( heat shock prote in, HSP)的大量表达

(孙卫忠等, 2003; W ah C K et al. 2002; L indqu ist S

et al. , 1988), HSP的表达程度可以作为环境污染程

度的指示 ( F ireA, 1986). H sp16是生物体受到重金

属毒性等刺激时会大量表达的热激蛋白, 由 H sp16

启动子控制的带有 lacZ报告基因的转基因秀丽小

杆线虫可大大提高其作为生物感受器的敏感度.当

这种转基因秀丽小杆线虫暴露于上述的劣性环境

中时, 就会激活热激蛋白转录因子与 H sp16的启动

子结合,从而诱导 -半乳糖苷酶的表达; 通过染色

可迅速检测 H sp16的表达程度, 从而用作污染的生

物监测器. 因此, 上述生物方法成为一种快速分析

亚致死量的方法 ( Guven K, 1994; Dennis J L et a l. ,

1997) .

目前,国外对 C. elegans的基因调控、生长发育

以及细胞信号转导方面的研究比较多, 对于用其作

为生物监测器并应用于实践的研究还比较少.水体

的生物监测用藻类、鱼、贝类等水生动植物检测环

境污染的较多见, 少有使用线虫的 (柯翎, 2004 ;

Tatara C P, 1997; 林建清等, 2003), 而将转基因的

秀丽小杆线虫作为生物监测器, 应用于水体污染实

际监测国内外鲜见报道. 本文初步尝试将秀丽小杆

线虫应用于实际环境, 对厦门不同海域的海水进行

监测. 用现场采集的水样进行生物致死率和染色率

实验, 以此来指示厦门附近海水的质量, 旨在为进

一步将秀丽小杆线虫运用于环境的生物监测提供

实验基础.

2 材料与方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 材料

C. elegans N2野生型和转基因虫株 PC72及大

肠杆 菌 OP50 由 CGC ( Caenorhabditis Genetics

Cen ter)提供,培养、接种器皿经严格消毒.

按 Daniells C ( 1998)的方法在含有 OP50的

NGM平板上 25 条件下培养和繁殖虫株.戊二醛、

N aC l、LB、X-ga l、多聚赖氨酸均购自华舜公司. K溶

液根据 Dan ie lls C法配制.

2. 2 采样位点

采样点见图 1, 其中 A号站位为厦门西港的主

要港区, B号站位为厦门市工业污水和生活污水的

主要排污口的外侧, C号站位为厦门旅游风景区渡

口, D号站位为教育单位, E号站位为文昌鱼保护

区.采样时间为 2005年 12月 1日.海水过滤后一部

分用于测定 C. elegans N2野生型致死率, 另一部分

用于对转基因虫株 PC72染色.

图 1 厦门岛表层水样采样站位

Fig. 1 Sam pl ing stat ions in X iam en

2. 3 方法

2. 3. 1 线虫的收集 用 1mL K溶液冲洗培养线虫

平板,收集虫子至 15mL离心管中, 在 3000r m in
- 1

条件下离心 2m in,弃上层液体,加入 5mL K溶液, 再

次离心洗涤,重复 4~ 5次, 至上清透亮无琼脂及其

它杂质.

2. 3. 2 C. elegans N2的致死率统计 将按上述方

法收集的 C. elegans N2线虫稀释至每毫升 2000~

4000条, 混匀后吸取 50 L溶液置于培养皿中,加入

10 L大肠杆菌 OP50和 1940 L采集过滤的水样,

对照组加入洁净海水,统计培养皿中的线虫数. 48h

后加入 1mL蒸馏水,静置 5m in, 然后轻轻摇晃培养

皿使所有线虫活动起来, 在解剖镜下观察并记录线

虫的死亡数 (当线虫完全不动并对针尖刺激不再有

明显反应即认为该虫已死 )和存活数, 用式 ( 1)计算

致死率 .

= ND / (N D +N F ) 100% ( 1)

式中, ND、N F分别为死亡数目和存活数目. 实验数

据为每次试验同一样品做 3组重复取平均数, 整个

试验重复 8次所得.

2. 3. 3 转基因虫株 PC72的染色率统计 将收集

的 PC72虫体稀释至每毫升 5000~ 8000条,混匀后

吸取 20 L线虫分别加入 96孔酶标板, 每孔各加入

1 L大肠杆菌 OP50以及 180 L过滤海水, 对照组

加入洁净海水. 8h后,用 Fire( 1986)的方法染色, 显

微镜下观察和统计染色情况, 用式 ( 2)计算染色率

w. 实验数据为每次试验同一样品做 3组重复取平

均数,整个试验重复 8次所得.
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w = nr / ( nw + n r ) 100% ( 2)

式中, n r、nw 分别为染色虫体数目和未染色虫体

数目.

2. 3. 4 数据分析 数据采用统计软件 SPSS 10. 0

分析. 用方差分析检验各站位与空白对照组相比在

0 05的水平上是否有显著差异.

3 结果 (R esults)

3. 1 野生型秀丽小杆线虫 N2对水样的监测

以从上述站位取得的表层 1m 处的水样处理

N2野生型秀丽小杆线虫, 以洁净海水作为空白对

照,统计致死率. 同时,将方差分析结果列于表 1.表

中的数据为整个试验重复 8次所得的平均值.

表 1 不同采样点海水对 N2线虫的平均致死率

Tab le 1 M ortality ofN2 in d if feren tw ater sam p les

站位 致死率 标准差 SD

A 27. 7% * 4. 7%

B 29. 4% * 4. 3%

C 21. 9% * 2. 3%

D 21. 2% * 3. 7%

E 12. 9% * 3. 0%

空白 1. 9% 1. 4%

* p < 0. 05

3. 2 转基因秀丽小杆线虫 PC72对水样的监测

以从上述站位取得的表层 1m处的水样处理转

基因秀丽小杆线虫 PC72虫株 8h, 而后染色,以洁净

海水作为空白对照,统计染色率. 同时,将方差分析

结果列于表 2. 表中的数据为整个试验重复 8次所

得的平均值.

表 2 不同采样点海水对线虫 PC72的染色情况

Tab le 2 S tain ing of PC72 in d ifferen tw ater sam p les

站位 染色率 标准差 SD

A 42. 1% * 3. 6%

B 47. 5% * 4. 4%

C 29. 4% * 3. 6%

D 30. 8% * 5. 0%

E 16. 7% * 3. 0%

空白 3. 0% 1. 0%

* p < 0. 05

海水处理转基因线虫 PC72后进行 X-gal染色,

身体会出现蓝色的斑点见图 2,这些斑点主要位于:

咽 (图 2B )、侧器 (图 2C )、肠道 (图 2D)、胚胎 (图

2E )、生殖腺 (图 2F) .

图 2 水样处理的转基因 C. elegans PC72的染色 ( A空白对照 ; B~ F海水处理后的转基因线虫 PC72的染色 )

F ig. 2 Stain ing of t ransgen ic w orm s PC72 exposed to w ater sam ples( A contro,l B ~ F Stain ing of tran sgen ic w orm s PC 72 exposed to sea w ater

sam ples . Arrow show s stain ing)

3. 3 致死率与染色率相关分析

染色率和致死率所得结果均表明, A号站位和

B号站位污染最为严重.用统计分析软件 SPSS对致

死率与染色率结果进行相关分析,发现致死率和染
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色率之间具有显著的相关关系 ( Spearm an相关系数

r= 0. 943, p < 0. 01) .

4 讨论 (D iscussion)

4. 1 野生型秀丽小杆线虫 N2对水样的监测

上述实验结果表明, 空白组的致死率为 1. 9% ,

A号站位的致死率为 27. 7% , B号站位致死率为

29 4 % , 线虫致死率最高, C 号站位致死率为

21 9%, D号站位的致死率为 21 2% , E号站致死率

为 12 9%. 将不同站位海水处理线虫所得的致死率

与空白对照进行比较, 两者均有显著性差异, 可认

为各采样点海水与空白对照比较对线虫的致死率

有明显不同.

其中 A号站位和 B号站位的线虫致死率最高,

说明 A号和 B号站位水质最差, A号站位是厦门的

港区, B号站位位于厦门市工业污水和生活污水主

要排放口的外侧. C号站位和 D号站位的致死率虽

低于 A 、B, 但都略高于 E 号站位 (致死率为

12 9% ). E号位点水质污染程度比较低.

4. 2 转基因秀丽小杆线虫 PC72对水样的监测

将不同站位海水处理线虫所得的染色率与空

白对照进行比较, 两者均有显著性差异, 可认为各

采样点海水与空白对照比较对线虫的染色率有明

显不同.其中,污染程度越高的水样, 处理的转基因

线虫 PC72的染色率越高,染色程度也越深.

由于厦门近年来海水质量大为改善, 污染程度

大大减少, 所以将处理时间适当延长至 8h, 当污染

比较严重时,时间还可以进一步缩短至 2h( Tatara C

P et al. , 1997) . 转基因虫株的监测试验中, 染色

15m in~ 1h就可看到比较明显的结果, 因此, 检测时

间大大缩短,短于 48h致死的急性毒性试验.应用转

基因线虫毒害后染色的方法,灵敏度明显高于常规

的通过致死率来指示水质污染程度的方法.

由上述研究可知,采用模式生物 C. elegans的转

基因线虫作为环境监测的指示生物具有如下的优

势:首先,与现场采集藻类或贝类等方法相比,它具

有费用低、操作简便的特点, 能直观、有效、快速地

评价厦门海域不同站位表层水样的水质综合质量,

可以用作环境的生物监测; 其次, 结合分子生物学

方法产生的转基因虫株, 可以大大提高监测的灵敏

度,缩短监测所需的时间.

根据实验结果,应用模式生物秀丽小杆线虫对

环境及污染物的监测的方法可行,用转基因的秀丽

小杆线虫能够提高检测的灵敏度, 缩短检测时间.
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