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用秀丽小杆线虫监测厦门岛海水水质
*

邓雅斌,杨玉荣
(厦门大学 生命科学学院,福建厦门 361005)

摘  要: 首次采用野生型秀丽小杆线虫 ( Ca enorhabd itis eleg an s )与带有 HSP16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,二者研究结果具有相关性,但采用转基因秀丽小杆线虫大大缩短了监测时间,提高了

灵敏度。这是国内应用模式生物秀丽小杆线虫对环境及污染物的监测研究的首次报道。
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Biomonitor of pollution in seawater in X iam en using Caenorhbd itis elegans

DENG Ya-b in, YANG Yu- rong

( Schoo l ofL ife Scien ces, X iam en Un ivers ity, X iam en 361005, Ch ina)

Abstract: The recent b iom on itoring w as in focus of the env ironm en t research. Ca enorhbd itis eleg an s w as app lied for th e b iomon itor of

pollu t ion in sm all size, h igh fecund ity and short gen erat ion t im e. The mon itor dep th ofpo llut ion in seaw ater is norm ally u sing the mor-

tal ity. Ou r study is firs t used both N2 mortality and tran sgen ic strain at five stat ion of su rface w ater in Xiam en S ea A rea. Com paring

both resu lts found that the mortality and stain ing have the correlation. C. elegans stress-Indu cib le transgen ic w orm s as a b iosen sor

cou ld be shorten the test t im e and imp roved the sens itiv ity. Th is is f irst report on the b iomonitor of env ironm en talpol lut ion inC h ina u-

s ing C. elegans.
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  环境污染监测中仅从水样的化学成份来评价水质的

综合质量, 是无法评价各成分的联合作用效果,因而具有

局限性, 生物监测弥补了这方面的不足。

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, 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 [ 1~ 3]不良条件的刺激会导致热休克蛋白

( hea t shock pro te in, H SP )的大量表达, HSP的表达程度可

以作为环境污染程度的指示 [ 4]。HSP16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 HSP16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 B-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, 成为一种快速分析亚致

死量的方法 [ 5, 6]。

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

器并应用于实践中还比较少。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 [ 7~ 9] ,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未见报道。本文初步尝
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试将秀丽小杆线虫应用于实际的环境检测, 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。本

研究为进一步将秀丽小杆线虫运用于环境的生物监测提

供了基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

C. elegans N2野生型和转基因虫株 PC72( vbls5)及

OP50由 CGC提供, 培养、接种器皿经严格消毒。

按 CHR ITOPHER P T [ 10]的方法在含有 OP50的 NGM

平板上 25e 培养和繁殖虫株。戊二醛、N aC l、LB、X-gal、多

聚赖氨酸均购自华舜公司。K溶液根据 CHRITOPHER P

的方法配制。

1. 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, 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。海水过滤后一部分以 N2计算致死率, 另一部分用

PC72染色。

图 1 厦门岛表层水样采样站位

F ig. 1 Sam pling sta tions in X iamen

1. 3 方  法

1. 3. 1 线虫的收集

用 1 mL K溶液冲洗培养线虫平板, 收集虫子至 15

mL离心管中, 3 000 r /m in离心 2 m in,弃上层液体,加入 5

mL K溶液,再次离心洗涤, 重复 4~ 5次,至上清透亮无琼

脂及其他杂质。

1. 3. 2 C. elegans N2的致死率统计

将按上述方法收集的 N2线虫稀释至 2 000 ~ 4 000

条 /mL, 混匀后吸取 50 LL N2秀丽小杆线虫入培养皿中,

加入 1 LL OP50和 1 960 LL采集过滤的水样, 对照组加

入 0. 3 mo l/L NaC l溶液统计指管中的线虫数。48 h后,加

入 1 mL蒸馏水,静置 5 m in, 轻轻摇晃培养皿,使所有线虫

活动起来, 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, 用死亡数目 / (死亡数目 +存活数目 )计算致死

率, 重复 10次。

1. 3. 3 转基因虫株 PC72的染色

将收集的 PC72虫体稀释至 5 000~ 8 000条 /mL,混

匀后吸取 20LL线虫分别加入 96孔酶标板, 每孔各加入

1 LL OP50以及 180uL过滤海水, 对照组加入 0. 3 mo l/L

NaC l溶液。 8 h后, 用 F ire[ 10]的方法染色,观察和统计染

色情况, 实验数据为重复 8次所得。

1. 3. 4 数据分析

数据采用统计软件 SPSS分析。

2 结果与讨论

2. 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 1 m处的水样处理 N2的

秀丽小杆线虫, 由于所采集的水样均是近海表层水, 所以

以 0. 3 m o l/L NaC l作为空白对照,统计致死率,结果见表

1。

表 1 不同采样点海水对 N2线虫的致死率

Tab. 1 M orta lity o f N2 in d ifferent w ate r sam ples

站位 致死率 / (% )

A 27. 7*

B 29. 4*

C 21. 9*

D 21. 2*

E 12. 9*

空白 1. 9

  * 表明与空白对照组相比差异显著

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% )的线虫致死

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比较均有显著性差异, 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。

2. 2 转基因秀丽小杆线虫 PC72对水样的监测

我们以从上述站位取得的表层 1 m处的水样处理转

基因秀丽小杆线虫 PC72虫株 8 h, 而后染色, 由于所采集

的水样均是近海表层水,所以以 0. 3 m o l/L NaC l作为空白

对照, 统计染色率,结果见表 2。

结果表明空白中基本没有染色,只有约 3%的虫子表

现出极其微弱的蓝色。将不同站位海水处理线虫染色后

的染色率与空白对照相比有显著性区别, 可以认为各采

样点海水与空白对照对线虫的染色率不同。其中 A号站
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表 2 不同采样点海水对线虫 PC72的染色情况

Tab. 2 Sta in ing o f PC72 in different w ater samp les

站位 染色率 / (% )

A 42. 1*

B 48. 0*

C 29. 4*

D 30. 8*

E 16. 7*

空白 3. 0

  * 表明与空白对照组相比差异显著

位和 B号站位的染色率最高, 超过 40% ,说明这两处的水

质最差, A号站位是厦门的主要港区, B号站位位于厦门

市工业污水和生活污水的主要排放口的外侧。 C号站位

和 D号站位的染色率比较低, 但都高于 E号站位, 表明

C、D号站位也有一定污染程度, 提示我们在开发旅游的

同时还要防治一些人为因素对水质的破坏。

海水处理转基因线虫 PC72后进行 X-ga l染色, 身体

会出现蓝色的斑点, 这些斑点主要位于: 咽、侧器、肠道、

胚胎、生殖腺。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。

2. 3 致死率与染色率相关性分析

通过染色率和致死率所得结果均发现 A号站位和 B

号站位污染最为严重,而 C、D稍好, E的污染程度最小。

用统计分析软件 SPSS对致死率与染色率结果进行相关

性分析得到表 3。

表 3 不同采样点的致死率和染色率相关性分析

Tab. 3 Correlation between m orta lity and sta in ing

致死率 染色率

致死率 R 1 0. 951* *

双侧显著性 0. 003

n 6 6

染色率 R 0. 951* * 1

双侧显著性 0. 003

n 6 6

  * * 相关系数在 0. 01的水平 (双侧 )具有显著性

由上表可见, 相关系数 R = 0. 951, P < 0. 01, 相关系数

在 0. 01的水平 (双侧 )具有显著性,因而可以认为致死率

和染色率之间具有直线相关关系。

3 结  论

试验结果表明 A号站位东渡和 B号站位西堤的水样

处理线虫得到的致死率和染色率最高, 说明 A号站位和

B号站位的水质最差, A号站位是厦门的主要港区, B号

站位位于厦门市工业污水和生活污水的主要排放口的外

侧。 C、D号站位也有一定污染程度, 提示我们在开发旅

游的同时还要防治一些人为因素对水质的破坏。

转基因虫株的监测试验中仅需处理 8 h, 染色 15 m in

~ 1 h就可看到比较明显的结果, 检测时间大大缩短, 短

于 48 h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

质的污染程度。由于厦门近年来海水质量大为改善, 污

染程度大大减少 ,所以处理时间适当延长至 8 h。

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, 与现场采集藻类或贝类等方法相比, 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。同时由于 C. ele-

gans既能生活在液体中又能生活在固体中, 因而不仅能

用于水体污染的监测, 还可以应用于固体介质比如泥土

等污染的评价。
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