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摘 要：用使它隆和嗪草酮注射草鱼，抽取注射前后的草鱼血液提取基因组 ＤＮＡ，选用２０个随机引物对草鱼基因组

ＤＮＡ进行 ＲＡＰＤ扩增。结果表明，１１个引物能产生２～９条扩增带，扩增产物分子大小在２００～１９００ｂｐ之间。其中引物

Ｓ１０能检出用使它隆染毒前后草鱼基因组 ＤＮＡ的差异，引物 Ｓ１７能检出用嗪草酮染毒前后草鱼基因组 ＤＮＡ的差异。

ＲＡＰＤ技术可运用于环境水质监测。
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化学药物残留对生物体的危害主要有致癌、致畸和致突

变３个方面。除草剂对作物的毒性作用已有不少研究犤１、２犦，但对

水生动物，尤其是鱼类的影响，则报道不多，只对鲫、黄鳝和泥

鳅等做过有关研究犤３～６犦。草鱼为我国主要的养殖鱼类之一，除草

剂对草鱼的遗传毒性还未见报道。本文通过随机扩增多态性

ＤＮＡ牗ＲＡＰＤ牘这一分子生物学技术，检测了除草剂使它隆和嗪
草酮对草鱼的致突变作用。

１ 材料与方法

１．１实验草鱼
本实验所用的草鱼取自本中心试验场，体长范围为

２９．６～３５．４ｃｍ，体重范围为３８６．４～５０２．７ｇ。

１．２实验处理
实验鱼分两组，每组５尾，分别用使它隆和嗪草酮进行腹
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图１ 除草剂染毒前后草鱼基因组ＤＮＡ的 ＲＡＰＤ扩增图谱
Ｆｉｇｕｒｅ１ＲＡＰＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ

腔注射，注射剂量分别为２４ｍｇ·ｋｇ－１和１７０ｍｇ·ｋｇ－１。注射前
从尾静脉抽０．５ｍＬ血用作对照。注射２４ｈ后，再从尾静脉抽
血。

１．３实验鱼基因组ＤＮＡ的提取
实验鱼尾静脉抽血，肝素钠抗凝。取３０μＬ全血置于４７０

μＬＳＥＴ（０．１５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ·

Ｌ－１ＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）中，加 ＳＤＳ和蛋白酶Ｋ分别至终浓度０．５％
和２００μｇ·ｍＬ－１，５５℃水浴消化过夜，用等体积饱和酚抽提２
次，再分别用等体积酚／仿 ／醇、仿 ／醇各抽提１次，无水乙醇沉
淀，加适量ＴＥ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，

ｐＨ８．０）于５５℃水浴溶解ＤＮＡ。每组各取５尾鱼的ＤＮＡ５μＬ进
行混合，用无菌水稀释８０～１００倍后作为ＰＣＲ反应模板。

１．４随机引物
引物购自上海生工生物工程公司，产品编号为 Ｓ１～Ｓ２０。

１．５ＰＣＲ反应
所用试剂均购自上海生工生物工程公司，反应总体积为

２５μＬ。其中含：１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ牗ｐＨ９．０牘，５０ｍｍｏｌ·Ｌ－
１ＫＣｌ，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２，０．２ｍｍｏｌ·

Ｌ－１ｄＮＴＰｓ，１５ｎｇ引物，１．５单位Ｔａｑ酶，２０ｎｇ模板 ＤＮＡ。阴性
对照不加模板 ＤＮＡ。于反应混合物上加约 ２５μＬ矿物油，在

Ｐ．Ｅ．４８０上进行扩增反应。扩增反应参数为：９５℃预变性 ５
ｍｉｎ，然后在９４℃变性１ｍｉｎ，３６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，
反应循环４５次，最后在７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物用含溴化
乙锭的１．４％的琼脂糖凝胶电泳检测，紫外灯下观察拍照。

２ 结果

２．１引物筛选
在所用的２０个随机引物中，有１１个引物牗Ｓ１、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、

Ｓ６、Ｓ７、Ｓ８、Ｓ１０、Ｓ１３、Ｓ１６和 Ｓ１７牘都有扩增产物，扩增产物的条
带数在 ２～９条之间，扩增产物的分子量在 ２００～１９００ｂｐ之
间。

２．２突变检测
图１是草鱼基因组 ＤＮＡ的ＲＡＰＤ扩增图谱。

在１１个能扩增草鱼基因组ＤＮＡ的引物中，只存有２个引
物能检出染毒前后草鱼基因组 ＤＮＡ的差异：引物Ｓ１０可检出
使它隆对草鱼的致突变性，见图１第２、第３泳道；引物 Ｓ１７能
检出嗪草酮对草鱼的致突变性，见图１第４、第５泳道。

３ 讨论

化学诱变剂的致突变作用可导致染色体结构发生畸变，使

细胞出现微核，这已在很多动物细胞中观察到犤３～５、７、８犦。微核是

由于染色体或纺锤丝断裂而产生的染色体断片，这种结构上的

改变必然会引起其携带的遗传物质的改变，即 ＤＮＡ分子的序
列发生改变。ＰＣＲ技术可以检测出这种改变。基因组 ＤＮＡ序列
的改变会使引物与模板 ＤＮＡ的结合位点分布发生相应变化，
从而导致 ＰＣＲ产物在数量和分子量上随着发生相应改变。本
实验中各有１个引物能分别检出使它隆和嗪草酮这 ２种除草
剂引起的草鱼基因组 ＤＮＡ发生的突变。

检测污染物对生物体的诱变性的方法主要有 Ａｍｅｓ试验、
检测细胞微核率及染色体畸变率等犤９犦，也有运用单细胞电泳来

检测除草剂对 ＤＮＡ的损伤犤６犦。本实验结果表明牞运用 ＲＡＰＤ技
术也可以检测出诱变剂对鱼类的致突变作用。ＲＡＰＤ技术比微
核及染色体畸变能更灵敏地检测出动物体内的突变，因为即使

基因组 ＤＮＡ上的某一个位点发生碱基突变，都可能导致引物
与模板 ＤＮＡ的结合位点发生变化，从而引起ＰＣＲ扩增产物的
改变。

由于ＲＡＰＤ技术能够非常灵敏地扩增ＤＮＡ，而且极易受反
应温度的影响，因此，ＲＡＰＤ反应的稳定性及结果的可重复性
一直是分子生物学工作者所关心的问题。现在运用该项ＲＡＰＤ
技术在鲤鱼等上进行过多项研究犤１０、１１犦，也取得了理想的结果。

只要操作过程规范、仔细，反应条件稳定，ＲＡＰＤ技术具有良好
的稳定性和可重复性。

因此，ＲＡＰＤ这一分子生物学技术在环境水质监测方面具
有应用潜力。

参考文献牶

犤１犦黄 河，熊治廷，刘 杰牞等．除草剂在土壤—植物系统中的环境
行为与毒性效应犤Ｊ犦．湖北农学院学报，２００２，２２牗３牘牶２８２－２８４．

犤２犦程景胜，陈 宏，王振英牞等．有机膦除草剂毒性对作物蛋白质组
分变化的研究犤Ｊ犦．农业环境科学学报，２００３，２２牗５牘牶６１４－６１６．

犤３犦楼允东，吴 萍．亚硝基胍对泥鳅红细胞微核及核异常的诱发
犤Ｊ犦．中国环境科学，１９９６，１６牗４牘牶２７５－２７８．

犤４犦耿德贵，王秀琴，刘士旺牞等．除草剂使它隆对黄鳝细胞的致突变
作用研究犤Ｊ犦．环境与健康杂志，２０００，１７牗２牘牶１０３－１０５．

犤５犦南旭阳．除草剂“草甘膦”对鲫鱼外周血红细胞微核及核异常的影
响犤Ｊ犦．安徽师范大学学报牗自然科学版牘，２００１，２４牗４牘牶３２９－３３１．

犤６犦张朝晖，陈 锋，吴端生牞等．除草剂乐草隆对红鲫的遗传毒性研
究犤Ｊ犦．中国实验动物学报，２００２，１０牗３牘牶１８５－１８７．

犤７犦陈军建，夏宜 ．青蛙蝌蚪微核试验——— 一种水体诱变剂检测系

统的建立犤Ｊ犦．水生生物学报，１９９３，１７牗４牘牶２９８－３０８牞
犤８犦汤新慧．除草剂诱发蟾蜍蝌蚪红细胞微核的研究犤Ｊ犦．中国环境
科学，１９９８，１８牗２牘牶１６２－１６５．

犤９犦ＥｖａｎｓＨＪ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓｆｏｒｈａｚａｒｄｏｕｓｍａｔｔｅｒｓｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ犤Ｊ犦．
ＭｕｔａｔＲｅｓ牞１９８８牞２４０牶３５５－３６３．

犤１０犦ＤｏｎｇＺ牞ＺｈｏｕＥ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡｔｅｃｈｎｉｑｕｅｉｎａｓｔｕｄｙｏｆｈｅｔｅｒｏｓｉｓｉｎｃｏｍｍｏｎｃａｒｐＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ
Ｌ．犤Ｊ犦．ＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅＲｅｓｅａｒｃｈ牞１９９８牞２９牶５９５－６００．

犤１１犦董在杰，朱 健，袁新华牞等．建鲤基因组ＤＮＡ的ＲＡＰＤ分析犤Ｊ犦．
湛江海洋大学学报牞２００２牞２２牗１牘牶３－６．


