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摘要 : um uC 实验是用于检测物质致癌、致突变性的一种有效方法. 本文将化学物质暴露阶段的温度细化为 37 ℃,获得最佳灵

敏度. 以北方某自来水厂的自来水为对象 ,研究前处理方法对遗传毒性诱导效应的影响 ,发现以 Oasis Ò HLB 固相萃取柱为浓

缩柱 ,丙酮为洗脱溶剂的样品前处理方法显示出最高的遗传毒性诱导效应. 对上述自来水厂不同工艺过程出水的遗传毒性进

行检测 ,结果表明氯消毒过程促进遗传毒性的诱导.
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Abstract : um uC2test is an effective method to determine the genotoxic activity. In this study , the highest genotoxic activity was
found exactly at 37 ℃by modifying original condition of um uC test . Effects of concentration methods on the genotoxic activity was
studied , and it was found that the HLB solid phase extraction is most effective to extract the genotoxic chemicals from a drinking
water when using acetone as eluant . The fate of genotoxic activity in drinking water treatment process was also studied , and
chlorination promoted the induction of genotoxic activity.
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　　免疫学研究表明 ,一些化学物质如饮用水消毒

副产物与肿瘤的出现密切相关[1 ] . 环境中此类物质

的残留增加了肿瘤出现的概率 ,减低生物的繁殖成

功率[2 ] . 许多文献证明基因突变在肿瘤形成过程中

起了很重要的作用 ,而绝大多数的致癌物质则会损

伤 DNA[3 ] . 基于上述原理 ,目前已开发了 50 多种遗

传毒性的短期监测方法[4 ] ,Ames 检测法[5 ]和 SOS

显色反应检测法是其中较为成熟 ,应用广泛的 2 种

测试方法.

SOS 显色反应是由 Quillardet 等于 1982 年首先

提出的[6 ] ,使用 sfiA‘2’lacZ融合基因的 SOS 显色检

测法弥补了 Ames 实验需要使用多种菌株的缺

点[7 ] . 在此基础上 ,1985 年由 Oda 等根据 DNA 损伤

诱导 SOS 反应而表达 um uC 基因这一基本原理建

立了 um uC 测试法. um uC 测试法由于实验周期短

(一般为 5～6h) ,对试验的无菌操作要求低 ,样品量

少等优点而得到关注[8～11 ] . 但是由于环境中遗传毒

性物质的浓度低 ,成分复杂 ,因此在将 um uC 检测

法应用到环境水样检测时 ,水样的前处理是一个关

键问题.

本论文对文献报道的 um uC 测试方法进行优

化的前提下 ,建立了适合北方某水厂饮用水中微量

遗传毒性的固相萃取样品前处理方法后 ,对饮用水

处理工艺过程中遗传毒性的行为进行了研究.

1 　材料和方法

111 　试剂和仪器

42nit roquinoline212oxide ( 42NQO) 用作阳性对

照 ;二甲基亚砜 (ACS 级 ,美国 AMRESCO) 为稀释

溶剂 和 阴 性 对 照 ; 显 色 剂 o2nit rophenol2β2D2
galactopyranoside (ONPG ,东京化成) ;十二烷基磺酸

钠 (SDS) ;Luria2Bertani (L2B) broth (美国 ,DIFCO) ;

Tryptone (OXIOD) ;水浴震荡器 ;B IO2RAD 550 酶

标仪 ;Nunc 96 孔 2 条可拆酶标板 ;二氯甲烷、甲醇、

丙酮 (均为 HPLC 级 ,购自 Fisher ,Co. , USA) ,Sep2
pack C18 ( 1g , 6mL ) 、OASIS HLB 固相萃取柱

(500mg ,6mL) 购自 Waters ,玻璃纤维滤纸 ( GF/ A ,
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Whatman 公司) .

112 　um uC 实验方法

实验方法基本上根据文献[12 ]报道. 取 40μL 冷

冻 S al monella typhi m urium TA1535/ PSK1002 菌

液于含有 50mg/ L 氨比西林的 L2B 培养基中 ,在

30 ℃的条件下振荡 (175r/ min) 隔夜培养 16h. 次日

将前夜培养菌液用 TGA 培养液 (10g 胰蛋白胨 ,5g

氯化钠溶解于 980mL 超纯水中后高压灭菌后加入

20mL 10 %葡萄糖溶液后得到) 100 倍稀释后 37 ℃

条件下振荡 (175r/ min)培养 2h (前培养) . 取前培养

菌液 300μL 加入 3mL 试管中 ,再添加 3μL 样品的

DMSO 溶液振荡摇匀 , 37 ℃振荡 ( 175r/ min) 培养

2h.移取 150μL 上述培养液于酶标板 (96 孔) 中 ,于

595nm 波长下测定菌液的吸光度值. 另取 100μL 反

应菌液加入 1mL z2buffer 溶液 ( 0106mol/ L 的

Na2 HPO4·12H2O , 0104mol/ L 的 NaH2 PO4 ·1H2O ,

0101mol/ L 的 KCl , 01001mol/ L 的 MgSO4 ,

0105mol/ L 的β2巯基乙醇以及 1L 水溶解后得到) ,

50μL SDS 溶液 (0101 %) ,10μL 三氯甲烷 ,振荡摇

匀 ,加入含 6mg ·mL - 1 ONPG 的缓冲溶液 ( 011

mol/ L的 NaH2 PO4 和 KH2 PO4) 200μL 于上述溶液

中 ,于 30 ℃条件下静置反应 20min ,加入 500μL 的

1mol/L/ L 的 Na2CO3 溶液停止反应 ,吸取上清液

150μL 于 96 孔酶标板中 ,分别于 415nm 和 570nm

波长下测定吸光度值. 用下式计算β2半乳糖甘酶诱

导活性 :

β2Galactosidase Activity (Units/ OD600) =

1000 ×( A 415 - 1175 ×A 570) / ( t ×v ×A 595)

其中 , t 为加入 ONPG 后的反应时间 (本例中为

20min) ; v 为反应菌液在显色过程中的稀释倍率 (本

例中为 0109) ; A 595、A 415 、A 570为吸光度值.

本文中的β2Galactosidase Activity ( unit/ OD600)

值为原始计算值减去阴性空白 ,各实验数据的重复

测定次数均为 2 次.

113 　前处理方法

采集北方某水厂管网水 ,用于样品浓缩效果的

评价. 取 2L 水样 ,用玻璃纤维滤纸过滤 ,过 HLB 柱

固相萃取. HLB 柱首先用 6mL 甲醇、6mL 超纯水活

化. 水样以 10mL/ min 的流速通过活化好的固相萃

取柱. 水样全部通过后 ,用氮气吹干固相萃取柱. 吹

干后的固相萃取柱用 8mL 溶剂洗脱. 洗脱液在微弱

的氮气流下吹干 ,用 DMSO 定容至 20μL .

使用 C18 柱处理样品时 ,活化和上样方法与

HLB 柱相似.

2 　结果和讨论

211 　um uC 测试方法的优化

为了获得高灵敏度 ,重复性好的 um uC 测试结

果 ,本研究针对整个实验过程的关键步骤中的温度

条件对遗传毒性诱导的影响进行了研究.

在菌株进行化学物质暴露前 ,需要对菌液进行

隔夜培养. 文献[13 ]已经表明在 37 ℃±1 ℃条件下 ,

振荡培养 12h 的条件下 , um uC 测试的灵敏度最高 ;

振荡培养时间过长 ,常常会影响遗传活性的诱导. 但

是 ,由于这一操作都在夜间进行 (以下称隔夜培养) ,

给第 2d 的实验带来了不便. 因此 ,本实验将隔夜培

养条件改为 30 ℃条件 ,这样即使振荡培养时间延长

到 16～18h ,也没有发现遗传毒性诱导灵敏度的

降低.

图 1 表示了在化学物质暴露阶段 , 温度对

42NQO诱导遗传毒性的影响. 从图 1 可知 ,在暴露温

度 37 ℃的条件下 ,显示出最高的遗传毒性 ;但在

38 ℃温度下暴露时 ,发现 42NQO 的诱导活性有了很

大地降低. 在 42NQO 浓度为 5mg/ L 时 ,其诱导活性

仅为 37 ℃时活性的 1/ 3. 当温度降低到 36 ℃时 ,在

相同浓度下的诱导活性略低于 37 ℃时的活性. 许多

文献通常采用的温度为 37 ℃±1 ℃. 而笔者的结果

表明 ,由于温度对遗传毒性的诱导有很大的影响 ,需

要严格控制暴露温度. 这样不仅灵敏度得到提高 ,而

且还能保证实验结果有很好的重复性.

图 1 　42NQO暴露温度对遗传毒性诱导活性的影响

Fig. 1 　Effects of temperature for exposure on the genotoxic activities

212 　样品前处理

在对 um uC 测试方法进行优化后 ,为了监测自

来水中的遗传毒性 ,本实验对其前处理方法进行了

研究. 本文采用对有机物吸附性能不同的 C18柱和

HLB 固相萃取柱 ,研究了浓缩萃取柱及洗脱溶剂对
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遗传毒性测试灵敏度的影响. HLB 固相萃取栓由于

采用了高分子聚合物作为吸附剂 ,和 C18固相萃取

柱相比 ,对极性有机物质也有很好的吸附性能.

21211 　HLB 固相萃取柱

本研究首先采用了 Oasis Ò HLB 固相萃取柱对

水样进行浓缩. 分别选用 4 种极性不同的有机溶剂

[甲醇 ,丙酮 ,二氯甲烷 ,甲醇/ 丙酮 (2∶8) ]洗脱吸附

于 HLB 固相萃取柱上的致突变物质 ,将获得的 4 个

馏分分别用氮气吹干 ,用 DMSO 定容到 20μL 后 ,供

遗传毒性测试.

图 2 表示了不同洗脱溶剂对遗传毒性诱导效果

的影响. 从图中可以发现 ,用甲醇洗脱时 ,到水样添

加到 10mL 时 ,开始出现活性 ,但是到水样体积增加

到 100mL 时 ,活性急剧降低. 这主要是由于急性毒

性抑制了菌株的繁殖造成的. 改变洗脱溶剂为二氯

甲烷时 ,发现在较高的水样体积 (75mL) 下 ,才开始

出现活性 ;然后随着水样添加量的增加而增加 ,直到

水样添加量增加到 300mL 也没有发现急性毒性. 这

一结果表明 ,二氯甲烷作为洗脱溶剂时 ,虽然对遗传

毒性物质的洗脱效果明显不如甲醇 ,同时也减少了

洗脱液中急性毒性物质.

图 2 　不同溶剂洗脱液的剂量2效应曲线

( HLB固相萃取柱浓缩水样)

Fig. 2 　Effects of eluants on the dose2response

of extracts upon using HLB SPE

鉴于以上结果 ,选择了极性介于甲醇和二氯甲

烷的丙酮作为洗脱溶剂 ,并测试了其遗传毒性. 如图

2 所示 ,丙酮洗脱液也在较低的水样添加量的情况

下 ,显示出遗传毒性 ,和甲醇相仿 ;而且随着水样添

加量增加到 120mL 时 ,显示出较高的活性 ,是甲醇

洗脱液最高活性的 2 倍以上. 在水样添加量增加到

150mL 时 ,同样显示出极强的急性毒性. 为了进一

步研究洗脱溶剂的极性对遗传毒性诱导的影响 ,本

研究还尝试了用丙酮/ 甲醇 (8∶2) 混合溶液进行洗

脱 ,结果发现和丙酮洗脱的结果非常相似.

21212 　C18固相萃取柱

为了研究不同固相萃取柱对遗传毒性浓缩效果

的影响 ,本研究还进一步尝试了 C18固相萃取柱对

同样的管网水样品进行浓缩. 洗脱溶剂选用 HLB 柱

洗脱效果比较理想的丙酮和甲醇. 所得 2 个馏分用

氮气吹干 ,DMSO 定容至 20μL .

图 3 表示了上述 2 种萃取液的剂量2效应曲线.

从图中可以发现 ,甲醇洗脱液在水样体积为 75 mL

时出现活性 ,活性随水样量增加而上升 ,直到水样添

加量到达 300mL 时 ,其诱导活性达到了基值的

213 倍.

图 3 　不同溶剂洗脱液的剂量2效应曲线

( C18固相萃取柱浓缩水样)

Fig. 3 　Effects of eluants on the dose2response

of extracts upon using C18 SPE

改变用丙酮溶剂洗脱时 ,结果与甲醇作为溶剂

洗脱的结果较为相似 ,但丙酮的洗脱的灵敏度更高

一些 ,其洗脱液在较低的水样添加量 (为 10mL) 时 ,

即显示了遗传毒性效应. 活性随水样量的增加缓慢

上升 ,直到添加量为 300mL 时 ,活性也达到基值的

2 倍左右.

综上所述 ,选用 HLB 作为浓缩柱 ,丙酮作为洗

脱溶剂的样品前处理方法灵敏度最高.

213 　遗传毒性在饮用水处理中的行为研究

通过优化 um uC 测试方法 ,并用以上建立的样

品前处理方法 ,对北方某水厂各处理工艺流程出水

的遗传毒性进行了测试.

5 个工艺流程采样点分别为未经过任何处理的

水源水 (原水) ;原水加前氯处理后的水 (前氯) ;絮凝

沉淀处理水 (沉淀) ;过滤消毒后的出厂水 (后氯) 和

用户末端水 (管网水) .
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结果如图 4 所示. 结果发现原水的遗传毒性较

弱 ,在水样添加量为 75mL 时才开始表现出微弱的

遗传毒性 ,活性最高值为空白的 116 倍. 而前氯最低

响应水样量仅为 18mL 左右 ,随着水样量的增加 ,活

性急剧上升 ,在水样量为 300mL 时 ,活性达到空白

的 215 倍 ,原水的 2 倍 ,其遗传毒性效应是 5 个采样

点中最强的. 沉淀的最低响应水样量为 40mL 左右 ,

在 75mL 时遗传毒性效应达到最高 ,为空白对照的

115 倍 ,强度与原水相似 ,但在水样量为 150mL 时

表现出了极强的急性毒性. 后氯和管网水的剂量2效
应曲线与前氯较为相似 ,均在 20mL 水样量时表现

出活性.

图 4 　某北方水厂 9 月各工艺单元出水

的遗传毒性剂量2效应曲线

Fig. 4 　Dose2response curves of genotoxic activity of

treated water during a drinking water treatment work

3 　结论

研究表明除了 um uC 实验的条件以外 ,样品前

处理是保证 um uC 测试水样时获得高灵敏度的必

要条件 ,而对实际水厂不同工艺过程中遗传毒性的

监测结果表明 ,氯消毒增加遗传毒性. 鉴于 um uC

实验的快速和灵敏性 ,有望在饮用水水质评价上得

到广泛的应用.
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