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氯化钕对小鼠骨髓细胞的遗传毒作用

屈艾 1，高宽场 1，2，闫晶晶 1

摘要： ［目的］ 探讨氯化钕对小鼠骨髓细胞遗传物质的影响。 ［方法］ 小鼠腹腔注射氯化钕染毒，采用微核测

试技术和单细胞凝胶电泳技术检测小鼠骨髓红细胞微核率和彗星细胞DNA拖尾率。微核试验设置 20、40、80、160 mg/kg 

4个剂量组，彗星试验设置 20、40、80 mg/kg 3个剂量组。 ［结果］ 在 20~160 mg/kg剂量范围内，随着氯化钕剂量的增加

小鼠骨髓细胞微核率（FMN）升高（rFMN = 0.956）；在 20~80 mg/kg剂量范围内，彗星细胞DNA拖尾率（PTC）和尾长（TL）

随着剂量的增加而增加，存在剂量 -效应关系（rPTC = 0.946，rTL = 0.997）。 ［结论］ 氯化钕对小鼠骨髓细胞具有一定的遗

传毒作用。
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Abstract： ［Objective］ The toxic effect of neodymium chloride on genetic material of mouse bone marrow cells was 

explored. ［Methods］ Neodymium chloride was induced to mice via intraperitoneal injection, dose groups were 20, 40, 80, 

160 mg/kg for micronucleus test and 20, 40, 80 mg/kg for comet assay. Regular micronucleus test technology and single-cell gel 

electrophoresis micronucleated erythrocytes were applied on mouse bone marrow samples. Micronucleus and comet tail of DNA 

cells were calculated. ［Results］ In micronucleus test, micronucleus rates of mouse bone marrow were highly correlated with the 

doses of neodymium chloride（rFMN = 0.956）; the cell DNA comet tail ratio and tail length showed dose-response relationships with 

the doses of neodymium chloride（rPTC = 0.946, rTL = 0.997, respectively）. ［Conclusion］ The study suggested that neodymium 

chloride may have a genetic toxic effect on marrow cell of mice.
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随着稀土（rare earth，RE）在工业生产以及生活中的广泛

应用，各种含有 RE 化合物的产品大量进入生态环境，并通过

食物链进入人体，其对生态环境和人群健康的影响已经引起

人们的广泛关注［1-3］。钕（Nd）属轻稀土元素，在农业、畜牧业、

激光材料、磁性材料等的应用日渐广泛［2］，其安全性问题也日

益受到人们关注［4-6］。微核试验是用来检测染色体异常的常规

技术［7-8］，细胞微核一般由某种因素导致染色体损伤后形成的

断片或纺锤丝受损后丢失的整条染色体而形成。单细胞凝胶电

泳（SCGE）又称彗星试验（comet assay），是研究和测定单个细

胞 DNA 链断裂的技术［9］，目前已应用于各种有核细胞经理化

因子诱导的 DNA 损伤和修复的研究。

由于对氯化钕遗传毒作用的报道较少。钕在未表现出明

显生物毒效应时，是否对模式动物小鼠的遗传物质造成损伤，

是否具有潜在的危害性值得研究。本研究拟采用微核试验和

单细胞凝胶电泳技术，研究氯化钕是否对小鼠骨髓细胞遗传

物质造成损伤，以从染色体和 DNA 水平上阐释氯化钕的毒性

效应。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物   昆明种纯系小鼠 60 只，雌雄各半，6~7 周龄

［购于徐州医学院实验动物中心，动物合格证号：SCXK（苏）

2005-0005］。实验开始时，各小鼠体重差异在平均体重的 18%

以内。按照实验动物饲养条件饲喂一周后用于染毒。

1.1.2   药品和仪器   氯 化 钕（NdCl3），天 津 德 兰 精 细 化 工

厂；叠氮化钠（NaN3），中国医药集团上海化学试剂公司；

TritonX-100，美国 AMRESCO 公司；正常熔点琼脂糖（NMA）、

低熔点琼脂糖（LMA）和溴化乙锭（EB），美国 SIGMA 公司；十

二烷基肌氨酸钠，美国 AMRESCO 公司。

DYY-6C 型电泳仪，北京市六一仪器厂；LEICA DMRA2 型

荧光显微镜，德国徕卡仪器有限公司；生化培养箱（LRH-250-II
型），广东省医疗器械厂；PHS-3C 型数字酸度计，杭州东星仪

器设备厂。

1.2   试剂配制

精确称取 NdCl3，以生理盐水定容，并稀释为 8、4、2 mg/mL

各梯度浓度；精确称取 NaN3 以生理盐水定容至 2 mg/mL；上
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述溶液均经高压蒸汽灭菌后备用。

1.3   实验分组

1.3.1   微核试验   根据预试验的结果确定 160 mg/kg 为高剂量

组。设置 4 个 NdCl3 剂量组（20、40、80、160 mg/kg），同时设阴

性对照组（生理盐水）和阳性对照组（NaN3，20 mg/kg）。将小鼠

随机分成 6 组，每组 10 只，雌雄各半。

1.3.2   单细胞凝胶电泳试验   设置 3 个 NdCl3 剂量组（20、40、

80 mg/kg），阴性对照组、阳性对照组及小鼠分组均同“1.3.1”。

1.4   实验方法

1.4.1   染毒和取材   按照上述剂量根据每只小鼠体重分别计算

氯化钕的染毒用量。采用 24 h 内间隔两次腹腔注射方法染毒，

在第二次染毒 24 h 后采用颈椎脱臼处死小鼠，取股骨。

1.4.2   微核试验

1.4.2.1   微核的制作   参照文献［10］的实验方法进行。

1.4.2.2   微核的观察和统计   微核的判断标准参照曹佳等［8，11］

方法。制作好的微核片在观察前用 0.004% 的柠檬酸三钠溶

液处理数秒，便于辨别骨髓嗜多染红细胞（PCE）和正染红细

胞（NCE）。选择细胞分散、形态完整、染色良好、背景清晰的

PCE，在油镜下观察统计。实验中发现雌、雄小鼠的骨髓细胞

微核率无明显差异可合并计算结果，故每只小鼠记数 1 000 个

PCE 细胞，记录微核数，各组微核率（FMN）平均值 =（观察到

的微核数 / 观察细胞总数）×1000‰。

1.4.3   单细胞凝胶电泳试验  

1.4.3.1   骨髓细胞悬液的制备   剪去小鼠股骨两端的骨节，用

0.5 mL Hank’S 液冲洗骨髓细胞两次，悬浮于磷酸盐缓冲液

（PBS）中，制成细胞悬液，调整细胞密度为 1×106 个 /mL。苔盼

蓝排斥法检测各组细胞存活率，要求细胞存活率在 90% 以上。

1.4.3.2   单细胞凝胶电泳试验   实验流程：受试小鼠骨髓细胞

→ 铺细胞于微胶→裂解细胞→电泳→ EB 染色→ 镜检。方法

参照有关文献［10，12 ］，并略加改进。

铺胶板：铺第一层凝胶，即取 100 μL 50℃的 0.5% NMA 平

铺于预热 40℃左右的磨砂载玻片上，迅速盖上洁净盖玻片，

4℃冷凝 10 min 后揭去盖玻片；铺第二层凝胶，即于 37℃下将

骨髓细胞 PBS 悬液与 0.5% LMA 按 1 : 9 混匀，取 50 μL 混合液

铺于第一层胶上，盖上盖玻片，4℃冷凝 10 min，揭去盖玻片；

铺第三层凝胶，即在第二层凝胶上滴加预热 37℃的 0.5% LMA  

75 μL，盖上盖玻片，4℃冷凝 10 min。每只小鼠制备 2 张胶板。

细胞裂解：揭去盖玻片，将胶板水平浸入新配制的 4℃预冷的

细胞裂解液［2.5 moL/L NaCl、100 mmoL/L 乙二胺四乙酸二钠

（Na2EDTA）、10 mmoL/L Tris-HCl、1％十二烷基肌氨酸钠，用前

加入 1%TritonX-100，10％二甲基亚砜（DMSO）］中 2 h。以电泳

缓冲液将 DNA 解旋：用 PBS 液将胶板冲洗 2~3 次，并列放置

于水平电泳槽中，加预冷的电泳缓冲液（1 mmoL/L Na2EDTA、

300 mmoL/L NaOH，pH 13.0），覆过胶面约 0.25 cm，碱性条件下

解旋 DNA 30 min。电泳：在电压 20 V，电流 200 mA，4 ℃条件

下电泳 30 min。中和与染色：取出胶板，置中和液（0.4 mmoL/L 

Tris-HCl，pH 7.5）中浸没 15 min，吸去中和液，以无水乙醇浸没

1 h，吸去无水乙醇，稍晾干；加 10 μL 20 μg/mL EB 溶液，染色

20 min，洗净染液晾干即可镜检。上述步骤均应在暗光下进行。

1.4.3.3   观察和统计   用 Leica DMRA2 型荧光显微镜放大 400 倍

后观察和测量彗星细胞。每只小鼠随机观察 200 个彗星细胞，记

录 DNA 拖尾细胞数，统计拖尾率（PTC）；每组随机选择 30 个细

胞 DNA，拍照后直接运用该分析系统中的测标尺测量细胞 DNA

头长（HL）和全长并算出尾长（TL）。统计指标包括头长（类核直

径）、尾长和拖尾率。拖尾率 =（拖尾细胞数 / 观察细胞总数）×

100%。 

1.5   数据处理  

采用 SPSS 11.5 软件进行分析，实验数据均以 x±s 表示，

对实验数据用方差分析进行比较及作相关分析。

2   结果 
2.1   氯化钕对小鼠骨髓红细胞微核率的影响

由表 1 可见，各剂量组的小鼠骨髓细胞微核率均高于阴性

对照组，经统计学检验，20 mg/kg 剂量组与阴性对照组比较差

异无统计学意义，其余各组与阴性对照组比较差异均有统计学

意义（P < 0.01）。

表1   氯化钕对小鼠骨髓红细胞微核率的影响
Table 1   Frequency of micronuclei in bone-marrow red cells of mice treated 

by neodymium chloride

组别
Groups

PCE 细胞数
PCE Number of cell

微核率（‰）
Frequency of micronuclei

阴性对照组（Negative control group） 10 027 2.593±0.514

NdCl3（mg/kg）      20 10 033 3.089±0.733

  40 10 032 4.983±1.047**

  80 10 026 6.480±1.074**

160 10 033 8.269±1.559**

阳性对照组（Positive control group） 10 030 7.278±1.155**

［注］与阴性对照组比较（Compared with negative control group），*：P < 

0.05；**：P < 0.01。

2.2   氯化钕对小鼠骨髓细胞 DNA 的影响

由表 2 可见，随着处理剂量的递增，骨髓彗星细胞 DNA 拖

尾率逐渐增加，尾长也逐渐增加，而头长值则逐渐减小；各剂

量组骨髓彗星细胞 DNA 的头长、尾长及拖尾率均大于阴性对

照组，差异有统计学意义（P < 0.05 或 P < 0.01）。

表2   氯化钕对小鼠骨髓细胞的DNA损伤
Table 2   DNA damage in marrow cells of mice treated by neodymium chloride

组别
Groups

头长（μm）
Head length

尾长（μm）
Tail length

拖尾率（%）
Percentage of tailed cells

阴性对照组（Negative control group）48.2±1.7 27.0±1.3 5.06

NdCl3（mg/kg ）   20 42.4±2.1* 45.3±3.6** 23.54**

40 35.1±3.2** 52.5±4.3** 41.32**

80 32.3±4.1** 72.4±5.3** 52.12**

阳性对照组（Positive control group） 33.1±3.4** 76.8±5.2** 54.63**

［注］与阴性对照组比较（Compared with negative control group），*：P < 

0.05；**：P < 0.01。

2.3   染毒剂量与小鼠骨髓细胞DNA损伤及微核率的相关性

由表 3 可见，染毒剂量与彗星细胞 DNA 尾长（rTL = 0.997）、

拖尾率（rPTC = 0.946）及微核率（rFMN = 0.956）均存在正相关关系，

与头长呈负相关（rHL = -0.904）；头长与尾长（rTL = -0.869）、拖
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尾率（rPTC = -0.994）、微核率（rFMN = -0.983）均呈负相关；尾长

与微核率（rFMN = 0.945）、拖尾率（rPTC = 0.919）均呈正相关；拖

尾率与微核率呈正相关（rFMN = 0.997），均 P < 0.01。

表 3   氯化钕处理小鼠骨髓细胞微核试验的相关性结果
Table 3   Correlations in Micronucleus test on mice marrow cells treated by 

neodymium chloride 

指标
Indices

头长
Head 
length

尾长
Tail 

length

拖尾率
Percentage of 

tailed cells

微核率
Frequency of 
micronuclei

剂量（Dosage） - 0.904* 0.997* 0.946* 0.956*

头长（Head length） — - 0.869* - 0.994* - 0.983*

尾长（Tail length） — — 0.919* 0.945*

拖尾率（Percentage of tailed cells ） — — — 0.997*

［注］*：P < 0.01。

3   讨论  
采用微核试验的前提是被检测物质不能严重阻碍实验生

物的细胞分裂，否则不能正确反映被检测物质的 FMN 水平［13］。

微核是染色体畸变在间期核中表现出来的一种异常（损伤）现

象，以微核作为检测指标，可以说明染色体受损和畸变的情况。

FMN 的高低与被检测物质的理化性质、处理剂量、处理时间及

细胞有丝分裂的速度等因素有关。被检测物质剂量过高会导致

实验生物中毒，细胞的正常分裂活动受到抑制；剂量过低会表

现出较低的微核率水平，可能会获得假阴性的结果。 因此，选

择适当的处理剂量和时间是实验的关键所在。本实验所设置

的 4 个浓度梯度，是以氯化钕经腹腔注射的预实验结果结合文

献［3］中使用的剂量（200 mg/kg）［3］为依据，取其的 1/10、1/5、

2/5、4/5 进行实验，从实验结果可见处理的剂量和时间符合毒

理学原则。

已知微核的形成与染色体、纺锤丝的损伤有关。实验结果

显示出在剂量为 40~160 mg/kg 的范围内，小鼠 PCE 的微核率明

显高于阴性组，且随剂量的提高微核率也逐渐增加，具有明显

的剂量 - 效应关系（rFMN = 0.956，P < 0.01）。说明在一定的剂量

范围内，钕离子可致骨髓细胞染色体和纺锤丝损伤形成微核，

使微核率增加，对骨髓细胞的染色体具有损伤作用。

运用单细胞凝胶电泳技术，可检测出单个细胞中 DNA 链

的断裂，进而反映 DNA 的损伤情况。由于 DNA 链的断裂可引

起超螺旋的松散，电泳时 DNA 断链向阳极伸展，形成特征性的

彗星尾状。体细胞中 DNA 量是一定的，若头部的量多（类核直

径长），尾部的 DNA 量则少（尾长小）；反之亦然。从实验结果

分析可知，在剂量为 20~80 mg/kg 的范围内，处理剂量越大，头

长值越小，头部的 DNA 量越少，致使尾长值变大、拖尾率升高，

尾部的断裂 DNA 量就越多，微核率也越高，说明 DNA 分子受

损伤就越严重。剂量组细胞 DNA 的尾长、拖尾率及微核率均明

显大于阴性对照组，并且随着剂量的增加，细胞 DNA 的尾长、

拖尾率及微核率也增加，这均说明具有明显的剂量 - 效应关系

（rTL = 0.997、rPTC = 0.946、rFMN = 0.956）。结果表明，氯化钕确实

可造成小鼠骨髓细胞 DNA 的直接断裂而导致遗传物质的损伤。

综上所述，在本实验条件下，一定剂量的氯化钕能使小鼠

遗传物质在 DNA 和染色体水平上受到损伤，即产生遗传毒作

用。但氯化钕引起 DNA 链的断裂是否与染色体的断裂有直接

关系，以及氯化钕是否能起到纺锤体毒剂的作用还有待于进一

步的研究。
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