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摘要: 以二倍体和三倍体泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)鳍细胞系(DIMF 和 TRMF)为实验材料, 研究了重铬酸钾

对细胞的氧化损伤、微核形成以及金属硫蛋白表达情况的影响, 旨在多角度探讨重铬酸钾对细胞系的毒性效应, 建

立适合监测其污染情况的指标。采用 MTT 法测定了细胞的半数抑制浓度; 使用试剂盒测定了 3 种主要抗氧化酶活

性; 吉姆萨染色后观察了细胞微核的变化, 并通过实时定量 PCR 方法测定了金属硫蛋白的表达情况。结果表明, 24 h 急

性毒性实验两种细胞系的半抑制浓度分别为(25.3±1.2) μmol/L、(27.9±0.6) μmol/L, DIMF 对重铬酸钾的敏感性要高

于 TRMF。当重铬酸钾浓度为 0~30 μmol/L 时, 二个细胞系的超氧化物歧化酶(SOD)活性随染毒浓度升高而升高。

当重铬酸钾浓度为 0~20 μmol/L 时, 谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性逐渐升高, 浓度为 30~40 μmol/L 时, 其活力

开始下降。两种细胞系的谷胱甘肽 S 转移酶(GST)活性随重铬酸钾浓度增大逐渐降低。二倍体细胞系氧化酶活性均

低于三倍体。微核试验显示, 重铬酸钾可引起细胞核损伤, 形成微核。当重铬酸钾浓度为 40 μmol/L 时, DIMF、

TRMF 微核率达到最大, 分别为 7.33‰和 8.00‰, DIMF 微核率要低于 TRMF。实时定量 PCR 结果显示, 对照组金

属硫蛋白(MT)基因表达量很低, 但经重铬酸钾胁迫后, MT 基因表达量显著升高(P<0.01)。 
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近年来, 铬矿石的需求及应用不断增加, 含

铬的废渣、废水、废气的排放量也逐年升高, 对

环境造成很大的影响, 尤其是排放的废水, 会导

致水体区域性的铬污染。铬的常见形态是三价铬

Cr3+和六价铬 Cr6+。一般认为 Cr3+毒性很低, 生物

活性较高, 参与多种代谢活动, 是有机体所必需

的微量元素; 但 Cr6+会造成消化道、呼吸道病变, 

皮肤过敏、恶性肿瘤等[1–2], 所以铬在毒理学研究

中主要是指以铬酸根及重铬酸根形式存在的

Cr6+。由于铬的累积性和生物链浓缩富集的特点, 

污染水域的鱼、虾等水生生物被人食用后, 会造

成组织器官的损伤甚至死亡。在人类, 铬污染的

毒性效应以及毒理学研究已有较多的报道[3], 但

对水生生物影响的研究相对哺乳动物较少, 主要

是利用泥鳅、鲤鱼等常见鱼类所做的工作[4–6]。铬

对细胞系的研究多集中于毒性敏感性成某种基因

的表达量, 如 Tan等[7]比较了 6种细胞系对重铬酸

钾的敏感性, 结果表明鲤鱼上皮瘤细胞系对铬最

为敏感; Torre 等[8]通过实时定量 PCR 的方法发现

重铬酸钾可使 PLHC-1 细胞系 ABC 转运蛋白基因

表达量升高, 证实了铬与鱼类 ABC 转运蛋白的相

互作用。但重铬酸钾对细胞毒性效应的系统研究

尚未见报道。 

已有的研究表明当生物体暴露在污染物环境

中, 其体内防御系统如抗氧化酶系统会迅速激活[9]; 

金属硫蛋白(metallothionein, MT)可结合重金属离

子, 快速清除羟自由基, 为一些金属依赖性酶类

提供活性中心, 维护酶的功能完整性[10]; 染色体
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断裂出现微核[11], 所以氧化酶活性、MT 表达量以

及微核率等常作为研究环境污染的重要指标。 

泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)在中国分布

广泛, 存在着天然的多倍体形态, 是良好的急性

毒性实验材料[12–13]。本研究以大连海洋大学细胞

工程实验室建立的二倍体、三倍体泥鳅鳍细胞系

为实验材料 , 研究了重铬酸钾对细胞的氧化损

伤、微核形成以及金属硫蛋白表达情况的影响 , 

目的是多角度探讨重铬酸钾对细胞系的毒性效应, 

建立适合监测其污染情况的一些指标, 并比较不

同倍性之间的差异。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

二倍体、三倍体泥鳅鳍细胞系(DIMF、TRMF)

是大连海洋大学细胞工程实验室 2012 年建立的, 

传代至 60~80 代。细胞系所用的培养基均为含

20%胎牛血清的 DMEM/F12 培养液, 于 25℃、5% 

CO2 条件下培养。 

实验所用培养基、胎牛血清、胰酶均为

Hyclone 公司生产; 重铬酸钾、四噻唑蓝(MTT)、

二甲基亚砜(DMSO)、磷酸盐缓冲液(PBS)等购于

上海生工生物工程有限公司; 酶学检测试剂盒购

自南京建成生物工程研究所; 实时定量所用试剂

盒购自北京全式金生物技术有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  染毒处理   设置重铬酸钾浓度分别为    

0 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L、30 μmol/L、40 μmol/L、

50 μmol/L、60 μmol/L、70 μmol/L、80 μmol/L、

90 μmol/L, 取生长良好的 60~80 代 DIMF、TRMF, 

以 1×105 个/mL 密度接种于 96 孔板或 25 mL 培养

瓶中, 接种量分别为 0.2 mL 和 5 mL, 24 h 后, 弃

去原培养基 , 加入等体积不同浓度的重铬酸钾 , 

每个浓度设 3 个平行, 重铬酸钾浓度为 0 的作为

对照组, 培养 24 h 用于后续实验。 

1.2.2  MTT 测定半数抑制浓度  染毒 24 h 后, 

加入 40 μL 的 5 mg/mL 的 MTT 于 96 孔板中, 孵

育 4 h, 弃去培养基, 用 PBS 缓冲液快速清洗两次, 

加入 150 μL DMSO震荡 10 min, 在酶标仪 570 nm

处测定吸光值。其中重铬酸钾浓度为 0 的为阳性

对照组, 另设一组只加等体积培养基不加细胞的

为阴性对照组。细胞存活率=(OD 实验组–OD 阴

性对照组)/(OD 阳性对照组–OD 阴性对照组)× 

100%。 

1.2.3  酶活力检测  按照南京建成生物技术公司

的试剂盒说明书测定总蛋白质以及 SOD、GSH-Px、

GST 活力变化。实验设 0 μmol/L、10 μmol/L、   

20 μmol/L、30 μmol/L、40 μmol/L 5 个浓度梯度。 

1.2.4  微核率测定及统计  将细胞收集于离心管

中, 1000 r/min 离心 5 min, PBS 重悬沉淀, 滴片、推

片、甲醇固定、姬姆萨染色、蒸馏水冲洗、自然

晾干、中性树胶封片、油镜观察。微核率=带有微

核的细胞数/细胞总数×1000‰。实验设 0 μmol/L、

10 μmol/L、20 μmol/L、30 μmol/L、40 μmol/L、

50 μmol/L 6 个重铬酸钾浓度梯度。 

1.2.5  金属硫蛋白(MT)测定   引物设计以泥鳅

β-actin 基因为内参, 参照李彩娟等[14]设计引物如下:  

β-actin-F: 5′–GAACTCTTGCCACCATACCTG–3′ 
β-actin-R: 5′–CCCAAGTCAATGCGTCAGAG–3′ 
MT-F: 5′–AATGTGAACTCTTTGTCCGAAC–3′ 
MT-R: 5′–GGAGGCAAGTGAAACCCAAC–3′ 

将 对 照 和 实 验 组 细 胞 收 集 于 离 心 管 中 ,  

1000 r/min 离心 5 min, 用 1 mL PBS 重悬细胞, 然

后按照常规 TRIzol 方法提取细胞总 RNA, 检验

RNA 完整性、浓度和纯度, 用 DEPC 水调整 RNA

浓度为 500 ng/μL。按照全式金试剂盒说明, 反转

录成 cDNA 第一条链, 以反转录出来的 cDNA 为

标准品, 10 倍梯度稀释为模板; 按照全式金说明

书, 分别制作内参基因 β-actin 和目的基因 MT 的

标准曲线, 并进行 Real-time PCR。另设一组不加

cDNA 模板, 以 ddH2O 补足的体系为阴性对照。反

应体系为:  

template 1 μL 
forward primer 0.4 μL 
reverse primer 0.4 μL 
2×TransScript®Top Green qPCR SuperMix 10 μL 
Passive Reference Dye(50×) 0.4 μL 
ddH2O 7.8 μL 

反应条件为: 94℃预变性 30 s; 94℃变性 5 s, 60℃

退火 30 s, 共 40 个循环。结果以 2–ΔΔCT法计算, 其

中 ΔΔCT=(样品 CT–内参 CT) –(对照 CT–内参 CT)。 
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1.2.6  数据处理  实验数据用 SPSS 17.0 软件分

析, 测定数据用平均值±标准差 ( SD)x  表示, 并

用 Excel 作图。 

2  结果与分析 

2.1  半抑制浓度的测定 

经重铬酸钾处理后, DIMF、TRMF 存活率变

化规律如图 1 所示。两种细胞系存活率均随着重

铬酸钾浓度的增加而逐渐降低, 存在着明显的剂

量效应关系。存活率与浓度的自然对数关系方程分

别为 : y=–45.64lnx+202.94(R2=0.991)、y=–46.09lnx+ 

203.43 (R2=0.988), 根据方程可求出 DIMF、TRMF

的半数抑制浓度 IC50 分别为(25.3±1.2) μmol/L、

(27.9±0.6) μmol/L。当重铬酸钾的浓度为 90 μmol/L

时, 两种细胞全部死亡。 
 

 
 

图 1  重铬酸钾对细胞存活率的影响 

Fig. 1  Effects of potassium dichromate on cell viability 

 

2.2  酶活力的测定 

暴露于重铬酸钾 24 h 后, 两种细胞系的 SOD 活

性变化如图 2 所示。当重铬酸钾浓度为 0~30 μmol/L 

 

 
 

图 2  重铬酸钾对 SOD 活性的影响 

**表示与对照组存在极显著性差异(P<0.01). 

Fig. 2  Effects of potassium dichromate on activity of SOD 
** means extremely significant differences from the 

control group (P<0.01). 

时, 随重金属浓度逐渐升高, SOD 活性不断升高; 

当重铬酸钾浓度为 40 μmol/L时, SOD活性显著下

降 , 所有浓度组与对照组存在极显著性差异

(P<0.01)。两个细胞系间比较, 每个浓度组 DIMF

的活性均低于 TRMF, 其中 30 μmol/L、40 μmol/L

浓度组 DIMF 的 SOD 活性显著低于 TRMF (P<0.05)。 

经重铬酸钾处理24 h后, DIMF和TRMF中GSH- 

Px 的活力随染毒浓度升高出现先升高后降低的趋势, 

最大活性分别为 60.7 U/mg(prot)、66.7 U/mg(prot)。

铬浓度为 20 μmol/L、30 μmol/L 时 , DIMF 的

GSH-Px 活性显著低于 TRMF(P<0.05) (图 3)。 

随着染毒浓度的增加, GST 活力变化如图 4

所示, 两种细胞系的 GST 活性均出现逐渐降低的 

 

 
 

图 3  重铬酸钾对 GSH-Px 活性的影响 

*表示与对照组存在显著性差异(P<0.05),  

**表示与对照组存在极显著性差异(P<0.01). 

Fig. 3  Effects of potassium dichromate on activity of GSH-Px 
* means significant differences from the control group 
(P<0.05); ** means extremely significant differences 

from the control group (P<0.01). 

 

 
 

图 4  重铬酸钾对 GST 活性的影响 
* 表示与对照组存在显著性差异(P<0.05), **表示与 

对照组存在极显著性差异(P<0.01). 

Fig. 4  Effects of potassium dichromate on activity of GST 
* means significant differences from the control group (P<0.05); 

** means extremely significant differences from  
the control group (P<0.01). 
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趋势。各浓度组 DIMF 的 GST 活力均低于 TRMF。 

2.3  微核率的变化 

重铬酸钾处理 24 h 后, 两个细胞系均出现微

核, 微核位于细胞质中, 呈圆形, 颜色与细胞核

相同, 如图 5 所示。微核率的变化见表 1, 从中可

看出微核率随染毒浓度的升高出现先升高后降低

的趋势, 重铬酸钾浓度为 40 μmol/L 时, 微核率最

高, 分别为 7.33‰、8.00‰。DIMF 的微核率小于

TRMF, 未见显著性差异。 

 

 
 

图 5  带有微核的 DIMF、TRMF 细胞 

箭头所示为微核. 

Fig. 5  DIMF (A) and TRMF (B) cell with micronucleus 
Arrows show the micronucleus. 

 
表 1  重铬酸钾对 DIMF 和 TRMF 微核率的影响 
Tab. 1  The effects of potassium dichromate on the  

micronucleus rates of DIMF and TRMF 
n=3; x ±SD 

重铬酸钾浓度/(μmolL1) 
concentration of potassium 

dichromate 

DIMF 微核率/‰ 
micronucleus rate 

in DIMF 

TRMF 微核率/‰
micronucleus rate 

in TRMF 

0 0.33±0.33 0.33±0.01 

10 2.67±0.67** 2.67±0.33** 

20 3.00±1.45** 4.33±0.67** 

30 6.00±0.88** 7.33±1.00** 

40 7.33±0.67** 8.00±0.57** 

50 5.67±0.88** 7.33±0.33** 

注: **表示与对照组存在极显著性差异(P<0.01). 

Note: ** means extremely significant differences from the control 
group (P<0.01). 

 
2.4  real-time PCR 结果 

MT mRNA 相对表达量的实验结果见图 6。对

照组 MT 表达量很低, 经重铬酸钾刺激后表达量

均极显著升高(P<0.01), 在 30 μmol/L浓度组最高, 

之后下降。两个细胞系间表达量没有明显差异

(P>0.05)。 

 
 

图 6  重铬酸钾对 MT 基因表达量的影响 

**表示与对照组存在极显著性差异(P<0.01). 

Fig. 6  Effects of potassium dichromate on MT relative  
expression of DIMF and TRMF 

** means extremely significant differences from the 
control group (P<0.01). 

3  讨论 

3.1  重铬酸钾对细胞存活率的影响 

本研究中 DIMF、TRMF 半数抑制浓度分别为

(25.3±1.2) μmol/L、(27.9±0.6) μmol/L, 与谭凤霞

等[15]通过 MTT 法测定的重铬酸钾对 20 代稀有

鲫(Gobiocypris rarus)鳍细胞(RMF)的半致死浓度

(21.0±5.9) μmol/L 相近, 但明显低于高晓莉等[16]测

定的重铬酸钾对泥鳅个体的半致死浓度 366.61 

mg/L。作者认为, 个体鱼类自身具有排毒和免疫

能力, 会掩饰一些毒性效应, 不能敏感地检测出

有毒物质; 而细胞系由于直接和污染物接触, 反

应更为迅速灵敏。本研究中所用的二倍体、三倍

体泥鳅鳍细胞系对重铬酸钾的反应比较敏感, 可

用于铬污染的监测和研究。 

3.2  重铬酸钾对抗氧化酶活力的影响 

SOD 是体内唯一的将自由基作为反应底物的

抗氧化酶[17], GSH-Px 可特异性地催化还原型谷

胱甘肽(GSH)与过氧化氢 H2O2 的还原反应, 是分

解 H2O2 的关键酶, 具有保护细胞膜的作用。本研

究中发现, SOD 和 GSH-Px 活性均随染毒浓度的

升高, 出现了先升高后降低的趋势, 符合 Stebbing[18] 

的“毒物兴奋效应”, 即低浓度的重金属离子可促

进细胞中的一些代谢活动, 而高浓度的重金属离

子会产生抑制效应。谭凤霞[19]检测了重铬酸钾对

鲤鱼上皮瘤细胞系(EPC)中 SOD 活性的影响, 曾

发现随着重铬酸钾浓度的升高, SOD 的活性表现

为先升高后降低; 耿晓修等[20]通过灌喂法研究六

价铬对草鱼肝脏 GSH-Px 活性的影响, GSH-Px 活
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性也随铬剂量的增加出现先升高后降低的结果。

Pourahmada 等 [21]认为六价铬能通过细胞膜非特

异性阴离子通道进入细胞, 在细胞内被还原成低

价铬, 并在其还原过程中产生活性氧 ROS。本研

究中 SOD 和 GSH-Px 的升高可能是用于清除自由

基和过氧化氢, 减轻铬对细胞的毒害作用; 而高

浓度组中, 细胞系中抗氧化酶系统受到损伤, 活

性降低。GST 存在于各种组织细胞中, 具有消除

体内自由基和解毒的双重功能, 使可溶性脂质物

与 GSH 结合, 能防止脂质的过氧化[22]。肖丹等[23]

发现受 Hg2+、Cu2+、Zn2+、Cd2+影响, 罗非鱼离体

肝血清中 GST 的活性随着 4 种金属离子浓度的升

高总体呈下降趋势。本研究中, 两种细胞系 GST

活力均随 Cr6+浓度的增加而降低 , 分析其原因 , 

认为一方面可能是反应底物 GSH 经过 GSH-Px 催

化, 与 H2O2 发生还原反应, 含量降低, GST 无法

诱导相关反应; 另一方面可能是过量的 Cr6+破坏

了酶结构和功能。 

3.3  微核率的改变 

利用鱼类红细胞微核率的变化作为环境中重

金属、农药的生物监测指标已有较多的报道[4–5]。

李倩等 [24]将泥鳅暴露在硫酸铜溶液中 , 发现受

Cu2+胁迫后, 泥鳅外周血红细胞微核率出现先升

高后降低的变化趋势, 与本研究所得出的两种细

胞系的变化规律一致。在 0~40 μmol/L 浓度组微

核率随重铬酸钾浓度升高而升高, 以后下降, 其

原因可能是 Cr6+在细胞内被还原成低价铬的过程

中, 遗传物质可能受到损伤, 促使细胞系的微核

率升高; 而 Cr6+浓度过高时, 抑制细胞的正常分

裂或使细胞核完全裂解, 造成微核率降低。本研

究结果认为, 体外培养的细胞微核率的变化同样

可作为环境污染物的检测指标。 

3.4  MT 基因表达情况 

金属硫蛋白(MT)是生物体内普遍存在的低分

子量蛋白质, 富含半胱氨酸和巯基, 而巯基可以

螯合重金属离子, 使其无法继续对生物体产生毒

害, 从而实现解毒功能[25]。作为良好的生物标志

物, MT对水环境中重金属污染的评估和研究多集

中在个体水平 , 利用培养的细胞所做的工作不

多。王磊[26]利用实时荧光定量 PCR 方法检测了镉

污染后泥鳅鳍组织中 MT 的表达量, 发现实验组

表达量明显高于对照组; Cheuk 等[27]研究发现六

价铬可诱导斑马鱼尾鳍细胞系 MT 基因表达量的

升高。本研究中, 对照组泥鳅鳍细胞系 MT 表达

量与王磊[26]所做的泥鳅鳍组织中 MT 表达量相近, 

染毒后泥鳅鳍细胞系 MT 基因表达量显著升高, 

但当重铬酸钾浓度为 40 μmol/L 时, MT 表达量开

始下降。分析认为, 当受到铬胁迫时, MT 在转录

水平上大量表达, 结合过量铬离子, 降低铬对抗

氧化酶的抑制作用, 以及铬的其他毒害作用, 但

Cr6+浓度过高时, 细胞受损严重, 无法再生成 MT。 

3.5  两种细胞系之间的比较 

总体上看, 二倍体细胞系的半致死浓度、酶

活力都低于三倍体细胞系, 说明二倍体细胞系比

三倍体细胞系对 Cr6+更为敏感。Li 等[12]的研究表

明, 三倍体细胞体积大于二倍体细胞, 体积大的

细胞中各种物质相对较多, 更利于酶促反应的发

生, 以抵抗外界不良环境, 显示出更高的抗耐性; 

三倍体细胞系微核率高于二倍体细胞系, 分析认

为三倍体细胞核大, 染色体数目多, 进而增加了

细胞核受损的几率。两个细胞间 MT 的表达量差

异不明显, 可能是由于一些基因沉默造成的, 两

种倍性细胞在重铬酸钾胁迫下的不同表现, 为多

倍体在毒理学方面的研究提供了依据。 
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Toxic effects of potassium dichromate on loach fin cell lines with  
different ploidies in vitro 

WU Di1, LI Xia1, 2, QIN Yanjie1, BAI Liwen1, ZHOU Shijia1 
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Abstract: Waste water discharge containing chromium can lead to chromium polluted regional water. Because of 
the accumulation and enrichment of chromium, fish and other aquatic organisms can be injured seriously in pol-
luted water, and chromium can cause toxic effects or death in humans if ingested. Chromium mainly refers to Cr6+, 
which exists as a noncatalytic form or as potassium dichromate. Fish, such as loach and carp, are commonly used 
to detect chromium, but few reports have used fish cell lines. Previous studies have revealed that cells cultured in 
vitro are homogeneous, respond quickly, and are convenient to use. In this study, loach fin cell lines established 
from diploids and triploids (DIMF and TRMF) were used to assess the toxic effects of potassium dichromate in 
vitro. The purpose of this study was to establish suitable indicators to monitor chromium pollution. The concen-
tration that inhibited 50% of the cells (IC50) was determined using the thiazolyl blue (MTT) method, the activities 
of three main antioxidants were tested with kits, the changes in cell nuclei were observed after Giemsa staining, 
and expression of the metallothionein (MT) gene was measured by real-time polymerase chain reaction (PCR) 
analysis. The results showed that the 24-h IC50 values of DIMF and TRMF were (25.3±1.2) mol/L and (27.9±0.6) 
μmol/L, respectively; the sensitivity of DIMF to potassium dichromate was higher than that of TRMF, and the 
sensitivities of the two cell lines were higher than those of loach in vivo. Superoxide dismutase (SOD) activities in 
the two cell lines increased as the potassium dichromate concentration was increased from 0 to 30 μmol/L. Glu-
tathione peroxidase (GSH-Px) activities increased in the two cell lines as the potassium dichromate concentration 
was increased from 0 to 20 μmol/L; however, GSH-Px activities decreased when concentration was 30–40 μmol/L. 
Glutathione S-transferase (GST) activities in the two cell lines decreased gradually as the potassium dichromate 
concentration was increased. Overall, the enzymatic activities of DIMF were lower than those of TRMF. Potas-
sium dichromate caused nuclear damage and micronuclei formed. The maximum rates of micronuclear formation 
in DIMF and TRMF were 7.33‰ and 8.00‰, respectively when the potassium dichromate concentration was 40 
μmol/L. The rate of micronuclear formation was lower in DIMF than that in TRMF. The real-time PCR results 
showed that MT gene expression in the control group was very low, but increased significantly in response to po-
tassium dichromate stress (P<0.01). MT gene expression was maximal in response to 30 μmol/L potassium di-
chromate and was 49.9- and 50.7-times higher than that of the control group, respectively. However, the difference 
between DIMF and TRMF was not significant. 
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