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摘要　目的：以秀丽隐杆线虫为实验对象研究金属镉的毒性以及解毒药物的筛选。方法：以微流控芯片技
术作为药物筛选平台，采用９６孔板暴露预试验，以同期化后 Ｌ４期的线虫，设置 Ｋ－ｍｅｄｉｕｍ空白组，采用环

境相关浓度为０２５～１５０μｇ·ｍＬ－１的重金属镉设置暴露组，采用维生素Ｃ和乙二胺四乙酸二钠钙分别拮
抗镉作为解毒组。每个孔板中加入线虫（１０±２）条，在显微镜下观察记录线虫数量，观察线虫阴门结构的
变化，实验数据均以ｏｒｉｇｉｎ２０１９ｂ软件进行操作处理，结合所得结果对数据进行分析。结果：通过与空白组
相比，２４ｈ后暴露组线虫在 ０２５、１５０、５０、１００、１２５、５０μｇ·ｍＬ－１ｍＬ浓度下的致死率分别为 ０％、
１６７％、４７６％、６７４６％、１００％、１００％；线虫阴门结构有明显畸形变化，出现轻微凸起到严重凸起，甚至有
瘤状物凸起，最后破裂。解毒组致死率与暴露组相比均有不同程度的减少。结论：通过与空白对照组相比，

随着镉暴露浓度和暴露时间的增加，镉元素对线虫的存活具有抑制作用，对线虫阴门结构有不同程度的损

害。解毒组实验表明维生素Ｃ对金属镉的解毒作用较小；乙二胺四乙酸二钠钙与镉络合后可在较大程度
上延长线虫的存活时间。

关键词：秀丽隐杆线虫；镉中毒；维生素Ｃ；乙二胺四乙酸二钠钙；微流控芯片；解毒；药物筛选

中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：０２５４－１７９３（２０２４）０６－１０２４－０７
ｄｏｉ：１０１６１５５／ｊ０２５４－１７９３２０２４０６１３

Ｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｃａｄｍｉｕｍｐｏｉｓｏｎｉｎｇａｎｄｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎ
ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ－ｎｅｍａｔｏｄｅｍｏｄｅｌｉｎｇ

ＸＵＥＸｕｅ，ＤＥＮＧＬｉ－ｆｅｎ，ＣＨＥＮＬｉｕ－ｓｈｅｎｇ，ＣＡＩＺｉ－ｙｏｕ

（ＧｕａｎｇｄｏｎｇＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＶｏｃａｔｉｏｎａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０５２０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｈｅａｖｙｍｅｔａｌｃａｄｍｉｕｍａｎｄｓｃｒｅｅｎｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎｄｒｕｇｓｂａｓｅｏｎＣａｅ
ｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓＭｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓｃｈｉｐｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｄｒｕｇｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍＴｈｅ
９６－ｗｅｌｌｐｌａｔｅｅｘｐｏｓｕｒｅｐｒｅｔｅｓｔｗａｓｕｓｅｄ，ａｎｄＫ－ｍｅｄｉｕｍｂｌａｎｋｇｒｏｕｐｗａｓｓｅｔｕｐＴｈｅｅｘｐｏｓｕｒｅｇｒｏｕｐｃｏｎｓｉｓｔｅｄ
ｏｆｎｅｍａｔｏｄｅｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｈｅａｖｙｍｅｔａｌｃａｄｍｉｕｍａｔｔｈｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｒｅｌｅｖａｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ０２５－１５０μｇ·ｍＬ
ａｆｔｅｒｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎＶｉｔａｍｉｎＣａｎｄｃａｌｃｉｕｍｄｉｓｏｄｉｕｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔａｔｅｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ．（１０±２）ｎｅｍａｔｏｄｅｓｗｅｒｅａｄｄｅｄｉｎｔｏｅａｃｈｏｒｉｆｉｃｅｐｌａｔｅＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｍａｔｏｄｅｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｒｅｃｏｒ
ｄｅｄｕｎｄｅｒａｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ａｎｄｐａｉｄａｔｔｅｎｔｉｏｎｔｏｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｖｕｌｖａＴｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａ
ｗｅｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙｏｒｉｇｉｎ２０１９ｂｓｏｆｔｗａｒｅＲｅｓｕｌｔｓ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｆａｔａｌｉｔｙｒａｔｅｓｏｆ
Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓｉｎｅｘｐｏｓｅｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ０％，１６７％，４７６％，６７４６％，１００％ ａｎｄ１００％ ａｔ０２５，
　　　　



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·１０２５　 ·
　

１５０，５０，１００，１２５，１５０μｇ·ｍＬ－１ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｎｅｍａ
ｔｏｄｅｖｕｌｖａｗａｓｄｅｆｏｒｍｅｄ，ｆｒｏｍｓｌｉｇｈｔｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｔｏｓｅｖｅｒｅｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎ，ａｎｄｅｖｅｎａｔｕｂｅｒｏｕｓｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎ，ａｎｄｆｉｎａｌｌｙ
ｒｕｐｔｕｒｅｄＴｈｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｏｆｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｇｒｅｅｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｏｓｕｒｅｇｒｏｕｐ
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｏ
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ｙｉｎｇｄｅｇｒｅｅｓＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｖｉｔａｍｉｎＣｈａｄｌｉｔｔｌｅｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｎｃａｄｍｉｕｍ
Ｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘａｔｉｏｎｏｆｃａｌｃｉｕｍｄｉｓｏｄｉｕｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔａｔｅｗｉｔｈｃａｄｍｉｕｍｃｏｕｌｄｐｒｏｌｏｎｇｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅ
ｏｆＣ．ｅｌｅｇａｎｓｔｏａｌａｒｇｅｅｘｔｅｎｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ；ｃａｄｍｉｕｍｐｏｉｓｏｎｉｎｇ；ｖｉｔａｍｉｎＣ；ｃａｌｃｉｕｍｄｉｓｏｄｉｕｍ；ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅ
ｔａｔｅ；ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ；ｄｅｔｏｘｉｆｙ；ｄｒｕｇｓｃｒｅｅｎ

　　镉（Ｃｄ）是不具有生理功能的重金属，非人体必
需元素，毒性较大，在自然界中主要以二价离子存

在。在上世纪５０年代日本曾出现由镉引起的“痛痛
病”，引起国内外的关注。１９９３年国际癌症研究机构
表明重金属镉会致使人类和动物前列腺癌和肺癌的

一种致癌物质［１］。我国在“十二五”规划已将镉作为

重金属污染防治中第一类重点防治对象［２］。重金属

镉在机体中代谢极度缓慢、生物半衰期长达１０～３５
年，可经过呼吸、接触和食用等途径进入人体，随着

蓄积时间和浓度的增加，最终引发多种疾病［３－４］。镉

污染的主要原因是冶金、采矿、镉镍电池和颜料的制

造，由于环境中的镉无法被生物降解，随着工业的不

断发展，镉的使用量和排放量不断增加，环境分布

范围不断扩大，镉的污染也在不断的上升，使环境

恶化日趋严重，成为严重危害人体健康的一重大问

题［５］。有研究表明，镉进入机体后会影响体内多种

酶的活性、抑制细胞内钙离子通道、引起 ＤＮＡ链断
裂的同时还破坏 ＤＮＡ链的修复功能，影响线粒体
功能，最终造成细胞凋亡［６］。对于镉中毒的防治药

物见表１。

表１　防治镉中毒药物及其作用机制
Ｔａｂ．１　Ｄｒｕｇｓｆｏｒｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇａｎｄｔｒｅａｔｉｎｇｃａｄｍｉｕｍｐｏｉｓｏｎｉｎｇａｎｄｔｈｅｉｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎ

防治药物（ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ）　　　　　　　 作用机制（ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎ）　　　　

ＥＤＴＡ络合剂（ＥＤＴＡｃｏｍｐｌｅｘｉｎｇａｇｅｎｔ） 与镉形成络合物排出体外（ｆｏｒｍｉｎｇａｃｏｍｐｌｅｘｗｉｔｈｃａｄｍｉｕｍｅｘｃｒｅｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｂｏｄｙ）

锌、硒（ｚｉｎｃａｎｄｓｅｌｅｎｉｕｍ） 减少游离镉的分布（ｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅｃａｄｍｉｕｍ）

钙（ｃａｌｃｉｕｍ） 减少镉在机体组织内的蓄积（ｒｅｄｕｃｅｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｃａｄｍｉｕｍｉｎｔｈｅｂｏｄｙｔｉｓｓｕｅ）

维生素类（ｖｉｔａｍｉｎ） 增加镉的排泄量（ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｅｘｃｒｅｔｉｏｎｏｆｃａｄｍｉｕｍ）

黄芪注射液（ａｓｔｒａｇａｌｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ） 降低血镉含量（ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｅｘｃｒｅｔｉｏｎｏｆｃａｄｍｉｕｍ）

　　微流控芯片的芯片是由微米级别大小的微通道
组成，称为芯片实验室［７－９］。可将常规实验室中所涉

及的实验操作集成在１块仅有１０ｃｍ２的芯片上，排
污极少，又被称为是一种绿色技术。聚二甲基硅氧

烷（ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ）是制作本实验涉及的微流控
芯片装置的主要材料，内部包括线虫进样池，线虫培

养池以及浓度梯度生成器（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｎ
ｅｒａｔｏｒ）构成［１０］。相对于传统的生物培养皿或多孔

板，微流控芯片的微型通道及微量池使线虫的进样、

操控，溶液的自动混合、再分配于一体。ＰＤＭＳ具有

良好的透气性，可保证线虫生存有充足的氧气，也适

用线虫的长期培养［１１］。本实验采用的芯片可同时完

成４种作用药物、３２种浓度梯度的检测，已被广泛应
用于各个研究领域。

微流控芯片技术用于环境毒性评估、药物筛选

以及生命科学研究时可以克服传统方法的耗时耗力

的缺点，具有高效率，自动化，低成本和低损耗等多

重优势［１２］。毒性研究的重要环节便是筛选药物的过

程，在这现代技术快速发展的时代，药物筛选要求不

断提高。从而研发适合体内试验、经济且高效迅速
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的技术对于大量药物筛选或毒性的研究是迫切的。

传统动物实验不仅实验周期长，实验成本高，还存在

着动物伦理的问题，即使实验结果有参考意义，但想

完成快速、高通量的药物暴露实验仍然存在难度。

对于药物筛选实验，微流控线虫芯片可快速完成线

虫的分配、溶液的梯度稀释以及快速给药。相比于

传统配制不同剂量的药物和给药处理的方法，微流

控技术可以优化操作烦琐，工作量大的前处理工

作［１３］。秀丽隐杆线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ，Ｃ．ｅｌｅ
ｇａｎｓ）分类上是属于小杆目、小杆总科、隐杆线虫
属［１４］。有肌肉和各种系统，包括消化、神经、生殖和

排泄系统［１５］。当线虫遇到如食物匮乏、生存空间过

于拥挤和高温等恶劣生存环境时，均会由 Ｌ１期直接
进入一种持久的幼虫（ｄａｕｅｒ）期，该时期的线虫较
其他幼虫期的线虫更加瘦小，停止发育且不会老

化，可保持该形态数月从而对抗逆境。当生存条件

有利时，线虫可以从ｄａｕｅｒ期直接进入Ｌ４期，再次进
入正常的发育周期［１６］。国内外有涉及关于镉金属

毒性及药物筛查的研究报道中，受试动物有鱼类如

斑马鱼、哺乳动物中包括小老鼠、仓鼠、猪、羊等的

研究，而利用线虫对镉毒性及解毒研究具有更大的

优势。秀丽隐杆线虫遗传背景清楚，与人类基因组

有６０％～８０％相似［１７］。本研究以秀丽隐杆线虫为

研究对象，探究线虫在镉暴露中的毒性反应及筛选

解毒药物，为评估镉暴露的健康风险和开展相关的

研究工作提供参考。

１　仪器与试药
ＴＬＥ１０４万分之一电子分析天平（梅特勒 －托利

多仪器（上海）有限公司）；ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ单人单面
超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司）；ＹＤＳ－
１００微流控芯片系统（重庆奥特光学仪器有限公司）；
ＢＤＳ４００倒置生物显微镜（重庆奥特光学仪器有限公
司）；ＤＭ０４１２台式低速离心机（大龙兴创实验仪器
（北京）股份公司）；ＹＤＳ－１００微量注射泵（重庆奥特
光学仪器有限公司）等。

琼脂（分析纯，西陇科学股份有限公司）；蛋白胨

（分析纯，北京奥博星生物技术有限责任公司）；胰蛋

白胨（分析纯，北京奥博星生物技术有限责任公司）；

氯化钠（分析纯，天津市大茂化学试剂厂）；氢氧化钠

（分析纯，广州化学试剂厂）；胆固醇（分析纯，上海麦

克林生化科技有限公司）；无水乙醇（分析纯，天津市

大茂化学试剂厂）；五氟尿嘧啶（分析纯，上海麦克林

生化科技有限公司）；维生素 Ｃ（规格：１００ｍｇ；批号：
５２２０６６１，东北制药集团沈阳第一制药有限公司）；乙
二胺四乙酸二钠钙（分析纯，上海毕得医药科技有限

公司）；磷酸氢二钾（分析纯，西陇科学股份有限公

司）；磷酸二氢钾（分析纯，天津市北辰方正试剂

厂）等。

２　方法与结果
２１　实验步骤

秀丽隐杆线虫虫株为野生型 Ｎ２，采用 Ｌ４期至成
年期秀丽隐杆线虫进行相关实验，通过预实验选择

镉染毒剂量为 ０２５～１５０ｍｇ·ｍＬ－１，染毒时间
至７２ｈ。
２２　溶液的配制
２２１　５ｍｇ·ｍＬ－１胆固醇　称取胆固醇０５ｇ，加
无水乙醇定容至１００ｍＬ，使其充分溶解后在无菌的
超净工作台内使用０２２μｍ微孔滤膜过滤，分装，置
于４℃冰箱备用。
２２２　１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液　称取磷酸二氢钾
１０８３ｇ和磷酸氢二钾３５６ｇ，加双蒸水定容至１Ｌ，
搅拌均匀后放入灭菌锅１２１℃高压灭菌 ３０ｍｉｎ。
２２３　线虫裂解液　按７∶２∶１比例量移取 Ｋ培养
基、５％次氯酸钠、５ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠混匀，现配
现用。

２２４　ＬＢ培养基　称取胰蛋白胨０５ｇ、酵母抽提
物０５ｇ和氯化钠０５ｇ放入锥形瓶中，加超纯水至
１００ｍＬ，高压灭菌后得到ＬＢ液体培养基。
２２５　ＮＧＭ培养基　称取氯化钠３０ｇ，胰蛋白胨
２５ｇ，琼脂１７０ｇ于 １Ｌ的锥形瓶中，加入双蒸水
９７５ｍＬ配置成１ＬＮＧＭ培养基，充分混匀后，１２１℃
高压灭菌 ３０ｍｉｎ，待灭菌锅温度降至６０℃以下时取
出培养基，在紫外照射２０～３０ｍｉｎ后的超净工作台
下加入１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸钾缓冲液２５ｍＬ，１ｍｏｌ·Ｌ－１

氯化钙１ｍＬ，１ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸镁１ｍＬ和５ｍｇ·Ｌ－１

胆固醇１ｍＬ，而后混匀培养基，倒入培养皿中并等待
培养基冷却凝固。

２３　大肠杆菌的纯化和培养
２３１　大肠杆菌的纯化　在超净工作台中，用接种
环蘸取大肠杆菌浓缩液在固体培养基的表面上相继

划线，稀释大肠杆菌浓度，再放置于培养箱中３７℃
恒温培养１２～２４ｈ后可以分离得到单个大肠杆菌菌
落，即为纯化后的ＯＰ５０，如图１所示。
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图１　纯化后的大肠杆菌

Ｆｉｇ．１　ＰｕｒｉｆｉｅｄＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

２３２　大肠杆菌的培养　在无菌环境下，用接种针
挑取单个纯化后的大肠杆菌菌落，放入 ＬＢ培养基
中，在恒温震荡培养箱中 ３７℃ ２００ｒ·ｍｉｎ－１培养
８～１２ｈ后，可吸取１５０μＬ滴入９０ｍｍ的 ＮＧＭ培养
基表面，用涂布器均匀涂开，４８ｈ后菌液测试无杂菌
生长即可使用。

２４　秀丽隐杆线虫的纯化和培养
本研究所用的线虫为野生型Ｎ２虫株，先将虫株

接种在事先涂有ＯＰ５０的ＮＧＭ培养基中，在２０℃恒
温条件下孵化几代后，便可实验。

实验所用线虫必需同步为相同周期，即 Ｌ４期。
由于成虫和虫卵在裂解时间和耐受性方面的差异，

通常获得虫卵是取怀孕期间的线虫在次氯酸钠碱性

溶液中卵裂，然后同时孵化为Ｌ１期幼虫。

Ａ．Ｌ１期（Ｌ１ｐｅｒｉｏｄ）　Ｂ．Ｌ４期（Ｌ４ｐｅｒｉｏｄ）

图２　经同化期处理的线虫

Ｆｉｇ．２　Ｎｅｍａｔｏｄｅｓｔｒｅａｔｅｄｉｎａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

２５　９６孔板预实验
采用９６孔板进行线虫的暴露预实验观察如图３

所示，设置Ｋ－ｍｅｄｉｕｍ空白组，暴露组每孔加入Ｋ－
ｍｅｄｉｕｍ５０μＬ和金属镉混合溶液５０μＬ，以终浓度为
０２５～１５０μｇ·ｍＬ－１的金属镉溶液暴露同化后的
线虫。筛选解毒药物以１００μｇ·ｍＬ－１维生素Ｃ溶液

和１ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙二胺四乙酸二钠钙溶液拮抗镉的
毒性。每孔放入（１０±２）条经同化处理的Ｌ４期线虫，
在显微镜下观察并记录线虫的死亡数量及阴门结构

的变化。实验中，可加入５－氟尿嘧啶（５－ＦＵＤＲ）抑
制线虫产卵，减少实验干扰。

图３　显微镜下观察９６孔板
Ｆｉｇ．３　Ｏｂｓｅｒｖｅ９６－ｗｅｌｌｐｌａｔｅｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２６　微流控芯片的实验操作
在使用微流控芯片前，先通入７５％酒精冲洗微

通道３０ｍｉｎ，再用含有００２ｗｔ％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的Ｋ液
冲洗通道，以增加ＰＤＭＳ材质芯片的亲水性。先用Ｋ
液冲洗ＮＧＭ培养板上同化至Ｌ４期的线虫，使其悬浮
于Ｋ液中，在芯片中央室以１０μＬ·ｍｉｎ－１的速度将
线虫注入，并交替注入 Ｋ液避免线虫在通道口处堆
积，此外，使用微量注射泵辅助引入，控制每孔线虫

数量（１０±２）条。然后，以１０μＬ·ｍｉｎ－１的速度将金
属镉溶液与缓冲液同时注入芯片中，溶液经过浓度

梯度微通道后在线虫培养室自动形成 ８个浓度梯
度。线虫镉暴露后以同样步骤通入解毒药物。最后

将芯片置于２２℃条件下，定期观察并记录线虫生存
情况。如图４所示。

图４　微流控芯片装置搭建实物图
Ｆｉｇ．４　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐｄｅｖｉｃｅｔｏｂｕｉｌｄｐｈｙｓｉｃａｌｄｉａｇｒａｍ
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２７　致死率的测定
在显微镜下观察，线虫的体型僵直，身体浑浊或

发黑，咽喉停止抽动即判定线虫死亡。实验数据由

ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２０１９进行前期处理，应用ｏｒｉｇｉｎ
２０１９软件对数据进行作图分析。结果表明Ｌ４期线虫
于０２５～１５μｇ·ｍＬ－１暴露浓度下随着暴露时间的
增加，线虫致死情况如表２所示。重金属镉不同染
毒时间对线虫的毒性的时间 －效应关系如图 ５
所示。

图５　线虫不同时间－浓度镉暴露下的致死率

Ｆｉｇ．５　Ｌｅｔｈａｌｒａｔｅｏｆｎｅｍａｔｏｄｅｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｃａｄｍｉｕｍａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｍｅａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２８　阴门结构变化
在显微镜观察下可知，Ｃｄ暴露２４ｈ下线虫的阴

门结构与空白组相比有明显的畸形变化，对照组线

虫产卵器表面相对平滑，如图６所示。随着镉浓度
的增加，阴门结构由轻微凸起到严重凸起，甚至有瘤

状物凸起，最后破裂。不同浓度的金属镉对线虫生

殖腺的影响如图７所示。
３　讨论

２４ｈ药物作用实验结果如图８所示，４８ｈ药物
作用如图９所示，维生素 Ｃ与 ＥＤＴＡ络合剂在不同
金属镉暴露浓度下均有不同程度的拮抗作用。当暴

露浓度大于５μｇ·ｍＬ－１时致死率增加幅度逐渐变
大，药物拮抗作用较为明显。当浓度升高到

１５μｇ·ｍＬ－１高浓度时２种药物均无显著的解毒作
用。乙二胺四乙酸二钠钙在不同的镉暴露浓度下，

２４ｈ与４８ｈ后药物拮抗作用均大于维生素Ｃ。维生
素Ｃ的作用是促进线虫排泄镉离子，乙二胺四乙酸
二钠钙的作用机制是与镉离子络合，从根本上减少

镉离子浓度。

与空白组相比，当镉的浓度为０２５μｇ·ｍＬ－１时
线虫致死率最小，与空白组相同。当镉的浓度为

１５μｇ·ｍＬ－１时线虫致死率最大，与染毒时间无线性

表２　不同时间－浓度下线虫致死情况
Ｔａｂ．２Ｌｅｔｈａｌｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｎｅｍａｔｏｄｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ－ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｄ浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

Ｃｄ）／（μｇ·ｍＬ－１）

线虫总数（条）

（ｎｅｍａｔｏｄｅ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ）

３ｈ死亡虫数

（３ｈｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｄｅａｄｉｎｓｅｃｔｓ）

６ｈ死亡虫数

（６ｈｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｄｅａｄｉｎｓｅｃｔｓ）

１２ｈ死亡虫数

（１２ｈｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｄｅａｄｉｎｓｅｃｔｓ）

２４ｈ死亡虫数

（２４ｈｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｄｅａｄｉｎｓｅｃｔｓ）

４８ｈ死亡虫数

（４８ｈｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｄｅａｄｉｎｓｅｃｔｓ）

７２ｈ死亡虫数

（７２ｈｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｄｅａｄｉｎｓｅｃｔｓ）

０ １３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０２５ １２３ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１５ １２０ ０ ０ ０ ２ ５ １２

５ １２６ ０ ０ ０ ６ ２５ ７８

１０ １２６ ２６ ３９ ６１ ８５ １０６ １２６

１２５ １２５ ７８ １０１ １１８ １２５ １２５ １２５

１５ １２０ １２０ １２０ １２０ １２０ １２０ １２０

图６　２４ｈ空白组线虫阴门结构

Ｆｉｇ．６　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｖｕｌｖａｏｆｎｅｍａｔｏｄｅｓｉｎ２４ｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

关系。当镉的浓度在１５～１２５μｇ·ｍＬ－１Ｌ下，线
虫致死率随着染毒时间的延长，染毒浓度的增加，线

虫的致死率有线性关系。线虫暴露在重金属镉溶液

中时，由于镉可以通过饮食经消化道进入，也可以通

过表皮接触渗入线虫体内，线虫体内镉的量在时间

浓度呈递增的情况下，蓄积进入体内的量也呈现上

升趋势。实验结果中线虫死亡数量也在不断增加，

致死率在相同浓度下，与染毒时间呈正相关；在相同
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ａ．０．２５μｇ·ｍＬ－１　ｂ．１．５μｇ·ｍＬ－１　ｃ．５μｇ·ｍＬ－１

ｄ．１０μｇ·ｍＬ－１　ｅ．１２．５μｇ·ｍＬ－１　ｆ．１５μｇ·ｍＬ－１

图７　２４ｈ不同浓度镉暴露下线虫阴门结构的变化

Ｆｉｇ．７　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＮｅｍａｔｏｄｅ＇ｓｖｕｌｖａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｄｍｉｕｍｅｘｐｏｓｕｒｅｆｏｒ２４ｈ

时间下，与溶液中重金属浓度也存在正相关的关

系。证明重金属对线虫的毒性反应是具有明显的

时间 －效应关系。重金属镉会导致线虫生殖腺的
畸形，随着镉暴露浓度的增加，线虫阴门结构由空

白组的相对平滑状态出现轻微凸起到严重凸起，甚

至有瘤状物凸起，最后破裂。毒性反应具有浓度依

赖性。乙二胺四乙酸二钠钙溶液和维 Ｃ对低浓度
镉暴露后的线虫均有一定救治作用，当暴露浓度增

加到１５μｇ·ｍＬ－１时，解毒作用相对不明显。乙二
胺四乙酸二钠钙作用机制是与重金属络合，减少暴

露环境中镉离子含量。维生素 Ｃ是促进镉离子排
出体外，随着暴露时间的增加，由于线虫处于暴露

环境中，维生素 Ｃ的作用相对小于乙二胺四乙酸二
钠钙。

图８　药物作用下致死率变化

Ｆｉｇ．８　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅｕｎｄｅｒｔｈｅａｃｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇｓｆｏｒ２４ｈ

图９　４８ｈ药物作用下致死率变化

Ｆｉｇ．９　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅｕｎｄｅｒｔｈｅａｃｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇｓｆｏｒ４８ｈ

４　结论
本研究提出了微流控芯片新方法可以避免传统

研究方法中的不足，开拓了重金属暴露实验研究思

路和提供更多的选择。线虫的培养、重金属暴露实

验、药物的筛选、结果的显微成像等实验过程中仍存

在一定的不足之处：一是研究规模小，试验样本量较

少；二是重复试验次数少，收集的数据存在一定的误

差性；三是研究所用的芯片结构上，由于芯片微通道

宽度仍然大于线虫体宽，少量线虫不可控的进出培

养室。也是造成误差的因素之一。为解决本研究存

在的不足之处，提出对未来的发展方向：第一，扩大

实验样本量，减少实验的误差性；第二，重复试验，使

研究结果更加准确，实验更有统计学意义；第三，可

在微流控芯片的中央室通向培养室的通道口处增加

微门阀的设计，用于控制线虫的数目，当线虫进样

时，较大的液压可以使芯片发生变形，微型通道暂时

扩大，线虫由中央进样池挤过通道，被关闭停留在培

养池中，随后液压减小，阀门关闭。线虫不易返回中

央进样室中。此外在培养池的药液入口处设计错开

的更狭窄的通道，即可保证线虫不会进入浓度梯度

生成器部分中，也可控制药液的正常流通，减少变量

因素。

总之，微流控芯片是由几个单元技术组合而成，

整体可控和规模集成的新技术。由于具有自动化，

低成本和低损耗等多重优势，在医学领域、环境监测

以及药物筛选方面都适应当前发展趋势，有着广阔

的应用前景。
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