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三卤甲烷对秀丽隐杆线虫生殖细胞及子代数的影响
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摘要　 目的　 探讨 ３ 种三卤甲烷类饮用水消毒副产物对秀

丽隐杆线虫生殖细胞发育与繁殖能力的影响。 方法 　 以 ３
种三卤甲烷（三溴甲烷、三氯甲烷、三碘甲烷）为研究对象，
在秀丽隐杆线虫模型中检测不同浓度三卤甲烷暴露后生殖

腺细胞凋亡和卵母细胞数，及最终产生的子代数目。 结果　
生殖腺细胞凋亡结果显示，５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组中三氯甲烷和

三碘甲烷的暴露造成线虫生殖腺凋亡水平升高，且存在一定

剂量依赖效应。 卵母细胞数结果显示，在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度暴

露下，３ 种 ＴＨＭｓ 的暴露均显著降低了线虫体内的卵母细胞

数。 子代数结果显示，仅有 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组的三碘甲烷暴
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露会显著降低线虫的子代数。 结论 　 ＴＨＭｓ 会造成秀丽隐

杆线虫的生殖毒性，且毒性与其携带的卤族元素有关。
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　 　 饮用水安全与我国乃至全球公共健康息息相

关。 为去除自然水体中存在的有害病原体，消毒处

理是饮用水净化过程中必不可少的一环。 然而，消
毒剂同时也会和水体中的有机物反应，生成消毒副

产物（ｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ⁃ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＤＢＰｓ） ［１］。 一系列研

究［２］表明消毒副产物对生殖系统、神经系统和消化

系统存在诸多不利影响。 目前已有 １４ 种消毒副产

物被纳入我国《生活饮用水卫生标准》的监测目录

中，但大多数消毒副产物产生的健康风险仍不明确。
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该文选取了消毒副产物中较为常见的 ３ 种三卤甲烷

（ｔｒｉｈａｌｏｍｅｔｈａｎｅｓ，ＴＨＭｓ） 开展研究，其中三氯甲烷

（又称氯仿，ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ，ＴＣＭ）和 ＴＢＭ（又称溴

仿，ｔｒｉｂｒｏｍｏｍｅｔｈａｎｅ，ＴＢＭ）在监测目录中，三碘甲烷

（又称碘仿， ｔｒｉｉｏｄｏｍｅｔｈａｎｅ，ＴＩＭ） 暂未纳入监控范

围。 该研究利用秀丽隐杆线虫模型［３ － ４］，通过检测 ３
种典型三卤甲烷对秀丽隐杆线虫生殖腺细胞凋亡、
卵母细胞数及子代数的影响，系统评估了 ３ 种三卤

甲烷的生殖毒性，初步证明了三卤甲烷对秀丽隐杆

线虫的生殖造成的负面影响及其规律。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物　 线虫品系为野生型秀丽隐杆线虫

Ｎ２ Ｂｒｉｓｔｏｌ， 购 自 美 国 秀 丽 隐 杆 线 虫 遗 传 中 心

（ＣＧＣ）。
１． ２　 主要试剂　 Ｍ９ 缓冲液：称取 ３ ｇ ＫＨ２ＰＯ４、６ ｇ
Ｎａ２ＨＰＯ４、５ ｇ ＮａＣｌ 溶于 １ Ｌ 超纯水中，１２１ ℃高压

灭菌，灭菌后加入 １ ｍｌ 无菌的 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸镁，混匀

分装。 ＮＧＭ 固体培养基：称取 ３ ｇ ＮａＣｌ、２. ５ ｇ Ｐｅｐ⁃
ｔｏｎｅ、１７ ｇ Ａｇａｒ Ｂ、加水定容至 ９７５ ｍｌ，置于 ３ Ｌ 锥形

瓶高压灭菌后加入 ２５ ｍｌ 磷酸缓冲液、１ ｍｌ 氯化钙

（１ ｍｏｌ ／ Ｌ）、１ ｍｌ 硫酸镁（１ ｍｏｌ ／ Ｌ）、１ ｍｌ 胆固醇溶液

（５ ｇ ／ Ｌ）。 混匀后均匀分装至无菌空培养皿中。 静

置冷却凝固后加入食物。
１． ３　 线虫培养及同步化　 所有线虫在 ２０ ℃恒温避

光培养，以尿嘧啶缺陷型大肠杆菌（ＯＰ５０）为食物，
培养基为 ＮＧＭ 固体培养基或 Ｍ９ 液体培养基。 同

步化处理：将处于产卵期的成虫冲洗至离心管中，将
Ｍ９ 缓冲液、次氯酸钠溶液和 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的氢氧化钠溶

液以 ７ ∶ ２ ∶ １ 的体积比混合均匀，待虫体裂解后，离
心去上清液，反复冲洗沉淀后，将所得受精卵均匀分

散至 ３ ｍｌ 的 Ｍ９ 缓冲液中，２０ ℃避光培养即可得到

Ｌ１ 期的幼虫。 将上述所得幼虫接种到平铺 ＯＰ５０ 的

ＮＧＭ 板上培养，就可得到同步化生长的线虫。
１． ４　 消毒副产物处理液的配制 　 称取 ＴＣＭ、ＴＢＭ
液体与 ＴＩＭ 粉末分别溶于 ＤＭＳＯ 中，根据其纯度与

密度配成 １０ ｇ ／ Ｌ 溶液，记作原液，用棕色玻璃瓶分

装密封后置于 － ２０ ℃冰箱中保存。 每次实验前将

原液用超纯水稀释至 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 作为工作液。 在实验

中按照设计浓度将消毒副产物稀释至不同浓度作为

暴露体系。 本实验根据污染物的不同分为 ＴＣＭ、
ＴＢＭ、ＴＩＭ ３ 组，参考饮用水中上限值及实际生活中

可能接触到的剂量，选择了 １、１０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ３ 个处

理浓度进行实验。
１． ５　 线虫生殖腺细胞凋亡检测 　 将消毒副产物工

作液溶于 Ｍ９ 缓冲液，添加 ＯＰ５０ 作为食物，配制成

５００ μｌ 体系并使其浓度分别为 ０、１、１０ 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
置于 ２４ 孔板中，转入 Ｌ４ 期线虫于 ２０ ℃下避光暴露

２４ ｈ；收集暴露后的线虫，转入新的 ２４ 孔板中，加入

适量吖啶橙（ａｃｒｉｄｉｎｅ Ｏｒａｎｇｅ，ＡＯ）原液和 Ｍ９ 缓冲液

配成终浓度为 ２５ ｍｇ ／ Ｌ 的 ５００ μｌ 染色体系，２０ ℃下

避光染色 １ ｈ。 染色完成后将线虫转入 ＮＧＭ 培养

基，避光恢复 ４５ ｍｉｎ。 收集恢复后的线虫，在载玻片

中央滴加 １０ μｌ 叠氮化钠溶液（４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和 １０ μｌ
的虫液，轻轻盖上盖玻片，在 Ｌｅｉｃａ 正置荧光显微镜

下选择蓝色荧光（激发波长：４８８ ｎｍ），进行统计观

察，凋亡细胞内的细胞质，凋亡小体会和吖啶橙结合

形成亮黄色的斑点。 一个斑点对应一个凋亡细胞，
每组至少统计 ２０ 条。
１． ６　 卵母细胞数测定　 暴露体系的配制同 １. ５ 项，
将 Ｌ１ 期线虫培养 ３６ ｈ 后转入 ２４ 孔板中，２０ ℃下避

光暴露 ２４ ｈ；收集暴露后的线虫转入新的 ＮＧＭ 培养

皿中避光恢复 １２ ｈ。 收集恢复后的线虫，加入适量

的 ＡＯ 原液和 Ｍ９ 缓冲液配成终浓度为 ２５ ｍｇ ／ Ｌ 的

５００ μｌ 染色体系，２０ ℃下避光染色 １ ｈ。 染色完成

后将线虫转入 ＮＧＭ 培养基，避光恢复 ３０ ｍｉｎ。 在载

玻片中央滴加 １０ μｌ ＮａＮ３ （４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和 １０ μｌ 的
虫液，轻轻盖上盖玻片，在荧光显微镜下选择蓝色荧

光（激发波长：４８８ ｎｍ），统计观察到的卵母细胞数，
每组至少统计 ２０ 条。
１． ７　 线虫子代数的测定　 将消毒副产物工作液溶

于 Ｍ９ 缓冲液，添加 ＯＰ５０ 作为食物，配制成 ３ ｍｌ 体
系并使其浓度分别为 ０、１、１０ 和 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ，置于 ３５
ｍｍ 培养皿中，将 Ｌ１ 线虫直接转入暴露体系中，２０
℃下避光暴露 ６０ ｈ。 收集暴露后的线虫，将单条线

虫转入含有 ＯＰ５０ 的 ３５ ｍｍ ＮＧＭ 培养基中，每组至

少准备 １０ 条。 每隔 ２４ ｈ 将线虫转入新的培养基，
大约 ５ ｄ 后线虫停止产卵，停止转板。 每天计数孵

化后的幼虫，统计每组线虫平均子代数。
１． ８　 统计学处理　 实验数据采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓ⁃
ｔｉｃｓ ２３ 软件进行统计分析，所有数据均由至少 ３ 个

独立实验的 �ｘ ± ｓ 表示，多组间使用单因素方差分

析。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。 秀丽隐杆

线虫卵子发生过程中正常生殖腺细胞凋亡个数在 ２

·６· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊａｎ；５８（１）



～ ３ 个之间，卵母细胞个数在 ８ ～ １０ 个之间，正常的

子代个数大于 ２００。

２　 结果

２． １　 三卤甲烷诱导秀丽隐杆线虫生殖腺细胞凋亡

水平增加　 将同步化后的线虫培养至 Ｌ４ 期后，暴露

于分别含 ０、１、１０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 不同三卤甲烷的液体

环境中 ２４ ｈ，探究不同浓度三卤甲烷对线虫生殖腺

细胞凋亡的影响。 结果如图 １ 所示，在浓度为 １０、
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＴＣＭ 和浓度为 １０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＴＩＭ
处理线虫后，线虫的凋亡细胞水平出现不同程度上

升。。 对图 １ 结果进行分析得知，ＴＢＭ 处理组虽然

表现出生殖腺细胞凋亡水平上升的趋势，但组间差

异并不显著；而其他 ２ 种三卤甲烷在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓

度下都会诱导线虫生殖腺细胞凋亡显著增加，且伴

随剂量依赖效应。 进一步比较显示，携带不同卤族

元素也会对毒性产生影响，对比 ３ 组生殖腺细胞凋

亡的具体数值，毒性效应存在碘代 ＞ 溴代 ＞ 氯代的

趋势。

图 １　 ＴＨＭｓ暴露后的秀丽隐杆线虫生殖腺细胞凋亡水平

　 　 Ａ：对照组线虫，白色圆圈内有一个荧光黄色亮点为 １ 个生殖腺

细胞凋亡；Ｂ：ＴＩＭ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 暴露组线虫，白色圆圈内有三个荧光黄

色亮点为 ３ 个生殖腺细胞凋亡；Ｃ：暴露于 ３ 种 ＴＨＭｓ 产生的生殖腺

细胞凋亡；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２　 ＴＨＭｓ 造成秀丽隐杆线虫卵母细胞数下降　
将 Ｌ３ 期线虫暴露于 １、１０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 不同 ＴＨＭｓ 中

２４ ｈ，恢复 １２ ｈ 后使用吖啶橙染色并统计尾部生殖

腺中的卵母细胞个数。 结果如图 ２ 所示，在浓度为

１、１０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＴＣＭ 处理线虫后，线虫的卵母细

胞数分别降低了 ５. ８２％ 、１１. ７６％ 和 １３. ５３％ ；在浓

度为 １、１０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＴＢＭ 处理线虫后，线虫的

卵母 细 胞 数 分 别 降 低 了 ８. ４５％ 、 １２. ６１％ 和

１７. ９１％ ；在浓度为 １、１０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＴＩＭ 处理线

虫后，线虫的卵母细胞数分别降低了 １１. ６２％ 、
１５. ４９％和 １８. ０５％ 。 对以上结果进行分析得知，３
种 ＴＨＭｓ 在 ３ 种浓度下均会使卵母细胞数显著降

低，且伴随剂量依赖效应。 对比具体数值显示毒性

效应存在碘代 ＞溴代 ＞ 氯代的趋势，这与生殖腺细

胞凋亡的结果保持一致。

图 ２　 ＴＨＭｓ暴露后的秀丽隐杆线虫卵母细胞数

　 　 Ａ：对照组线虫，每个白色方形内的细胞为一个卵母细胞；Ｂ：ＴＩＭ

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 暴露组线虫；Ｃ：暴露于 ３ 种 ＴＨＭｓ 的线虫卵母细胞数；与

对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ３　 ＴＨＭｓ 亲本暴露对秀丽隐杆线虫子代数的影

响　 选择 Ｌ１ 期幼虫进行 ６０ ｈ 长期暴露来研究

ＴＨＭｓ 对秀丽隐杆线虫子代数的影响。 结果如图 ３
所示，在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的浓度下，ＴＩＭ 组的子代数显著

降低，同时剂量依赖效应也较为明显。 而其他两组

虽出现了下降，但均不显著。 进一步的分析显示相

较于氯代和溴代 ＴＨＭｓ，碘代 ＴＨＭｓ 对线虫子代数的

干扰更为明显。
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图 ３　 ＴＨＭｓ亲本暴露对秀丽隐杆线虫子代数的影响

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 饮用水的安全问题一直以来都极大程度地影响

着人类生活，国内外发生过多次水媒的传染病事件。
现代饮用水消毒过程中会产生 ７００ 多种消毒副产

物，这些消毒副产物对人类的健康造成巨大威胁。
基于以上原因，本文对较为常见的 ３ 种三卤甲烷类

消毒副产物的生殖毒性进行了研究。
　 　 本研究结果表明 ＴＨＭｓ 会增加线虫生殖腺细胞

凋亡数并降低其卵母细胞数，这种毒性存在剂量依

赖效应。 子代数结果表明，除 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度的

ＴＩＭ 处理组的线虫子代数出现下降外，ＴＣＭ 与 ＴＢＭ
对线虫子代数目并无显著影响。 通过总结以上实

验，ＴＣＭ 和 ＴＢＭ 处理组在同剂量下对生殖腺细胞

凋亡及卵母细胞数有明显影响却没有对子代数产生

显著影响。 推断是因为 ＴＣＭ 和 ＴＢＭ 虽然减少了卵

母细胞的产生，但由于雌雄同体线虫产生的子代数

目主要取决于其精子数量，因此 ＴＨＭｓ 造成的卵母

细胞数减少并不足以对子代数这一指标产生影

响［５］。 消毒副产物的生殖毒性一直是其毒性研究

的重点，早在 １９８６ 年，就有报道指出了孕妇接触氯

仿，会导致胎儿畸变，而最近的一系列研究也证明了

该观点，消毒副产物暴露会增加孕妇的不良妊娠结

局可能性，增加流产、早产、胎儿畸变的可能［６–８］。
同样，也有确切证据表明消毒副产物会损害雄性动

物生殖能力，造成性激素分泌紊乱及精子质量降

低［９ － １０］。 本实验也证明了 ＴＨＭｓ 的暴露会对线虫

的生殖能力造成负面影响。 值得注意的是，在对比

不同化学结构的三卤甲烷对线虫生殖的影响时，三
卤甲烷的毒性与其携带的卤族元素有关，呈现 ＴＩＭ
＞ ＴＢＭ，ＴＩＭ ＞ ＴＣＭ 的规律。 推测这种规律的形成

可能与卤族元素和碳原子形成的共价键相关。 单卤

代三卤甲烷的化学反应活性与甲基卤化物类似，是
一种 ＳＮ２ 型烷基化剂，这种反应活性主要取决于 α⁃
碳与卤素形成的共价键的解离能，解离能与键长有

关，遵循 Ｃ—Ｉ ＞ Ｃ—Ｂｒ ＞ Ｃ—Ｃｌ［１１］。 碘原子半径大，
与 α⁃碳形成的 σ 键弱，由于电子云的极化和离域

性，碘比溴和氯更易在亲核取代反应中离去［１２］。 有

报道［１， １３］指出，化学反应活性与毒性高低存在关

联，化学反应活性越大的消毒副产物更易造成 ＤＮＡ
损伤，从而造成更高的毒性效应。 因此，大部分卤代

消毒副产物毒性显示出碘代消毒副产物 ＞溴代消毒

副产物 ＞氯代消毒副产物的趋势，这种毒性差异可

能与卤族元素和碳原子形成的共价键的键能有关，
键能越小造成的毒性越大。
　 　 大量报道都证明了消毒副产物会显著增强生物

体内的氧化应激水平并造成细胞损伤。 在细胞实验

中，消毒副产物可以通过抑制 ＧＡＤＰＨ 蛋白造成线

粒体损伤，进而诱导细胞内活性氧（ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平上调，造成氧化损伤引发遗传毒

性［１］。 在藻类中，消毒副产物同样会引起 ＲＯＳ、超
氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）与丙二醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 水平上调， 造成细胞损

伤［１４］。 在小鼠体内，消毒副产物会造成肝细胞内

ＲＯＳ 水平上升，引起 ＳＯＤ 产量和分子活性增加，同
时消毒副产物还能通过静电力与 ＳＯＤ 分子结合，改
变 ＳＯＤ 酶的构象，加剧对小鼠肝脏细胞造成的氧化

损伤［１５］。 因此，推测 ＴＨＭｓ 造成生殖毒可能与氧化

应激有关，但具体分子机制还有待于进一步研究。
　 　 综上所述，本研究显示 ＴＨＭｓ 的暴露导致秀丽

隐杆线虫生殖腺细胞凋亡增加，同时降低了体内的

卵母细胞数。 其中高浓度 ＴＩＭ 还会显著降低线虫

的子代数。 这种生殖毒性可能与 ＴＨＭｓ 所携带的卤

族元素官能团相关，呈现一定规律。 本研究初步揭

示了 ＴＨＭｓ 对秀丽隐杆线虫的生殖毒性，为今后进

一步开展了机制研究提供了依据。
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