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摘 　要 　　彗星实验 (COMET Assay)是近年发展起来的在单细胞水平上定量检测 DNA 损伤的灵敏方法。

经过不断改进和完善 ,用该方法检验的基因损伤已成为鉴别遗传毒性物质的敏感标记物 ,在致癌作用机制、环

境污染监测以及环境毒理和风险评价等研究中 ,均发挥了重要作用 ,国内已有越来越多的研究人员开始采用

这项技术。本文对彗星实验技术的发展过程、在环境中的应用以及未来的发展趋势进行综述 ,以利科研人员

更加准确地掌握该技术 ,合理解释有关数据 ,来推动其进一步的应用和发展。
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1 　彗星实验技术的起源、原理和发展

化学致癌物按化学品作用机理分类可以分为 :

遗传毒性物质、非遗传毒性物质以及未分类物质。

其中 ,遗传毒性物质主要是亲电、或经过代谢转化后

形成亲电中间体的潜在致癌物 ,能与 DNA 产生相互

化学作用而引起 DNA 损伤。DNA 损伤是指由化学

或物理因素引起的 DNA 链断裂、分子基体修饰和

DNA 交联等。如果这种损伤没有得到及时修复 ,就

会引起突变 ,乃至癌变。用以直接或间接测定 DNA

链损伤的方法很多 ,以往常用技术如 SOS/ umu 实

验、微核实验 (MN) 和姐妹染色体交换实验 ( SCE) 。

SOS/ umu 实验是检测环境中具有遗传性毒害污染物

的短期筛选试验 ,是基于造成 DNA 损伤的化学物质

能够诱导 SOS 反应并表达 UmuC 基因 ,将 PSK1002

质粒导入 TA1353 的重建菌株而进行的改进型的

SOS 试验方法[1 ,2 ] 。MN 实验原理是 ,DNA 链损伤导

致染色体片断不能整合到姐妹染色体分子中 ,转而

在细胞内形成小的核体 (微核) [3 ,4 ] ,通过统计微核

发生的比率来定量表示染色体的异常突变。SCE 实

验则是评价 DNA 链损伤后染色体单体间的片断交

换[5 ] 。MN 实验和 SCE 实验测试基因损伤时 ,细胞

已经达到有丝分裂 ,甚至是分裂间期 ,染色体的后期

修复已经开始发生。但是 ,近年发展起的单细胞凝

胶电泳技术 (SCGE) 则可以在细胞水平上检验未修

复DNA 分子的单/ 双链损伤 ,而不需要等到有丝分

裂之后才可以观测 ,因此是一种更为敏感的 DNA 损

伤检测手段。其实验原理可以简单描述为 :包埋于

琼脂糖中的细胞 ,在强碱溶液的作用下细胞膜结构

受到破坏 ,膜内的蛋白质、RNA 及其他成分溶解进

入电解液中 ,而 DNA 核的分子量很大 ,不能进入凝

胶 ,只能留于原位。高 pH 值促使 DNA 变性和解螺

旋。受损 DNA 片段的缺口暴露了阴电荷 ,在电场力

的作用下离开 DNA 核 ,在凝胶分子筛中向阳极移

动 ,形成彗星状图像 ,而未损伤细胞中 DNA 仍停留

于核中形成圆形荧光团。因此 ,含 DNA 链缺口越

多 ,则进入尾部的 DNA 越多 ,表现为尾长和尾部荧

光强度增加。

SCGE技术是在核沉淀和光环测试等检测技术

基础上演化而来 ,最早期采用的是中性微凝胶技

术[6 ] ,然而在中性条件下裂解和电泳只能检测双链

DNA 断片 , 不能测定单链断片 ,而许多遗传毒性物

质诱导的 DNA 单链断片数量比双链断片高 5～

2 000倍。Singh 等[7 ]首次提出碱性电泳技术 ,可检

测出单链DNA 断片 ,使 SCGE敏感性大大提高 ,而当
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pH > 13 时 ,除了 DNA 双链和单链断裂外 ,还能检测

到 DNA 的碱性不稳定结构[8 ] 。标准的彗星实验不

易检测出 DNA 交联现象 (包括 DNA2蛋白交联以及

DNA2DNA 交联) [9 ] , 但是如果在处理细胞时同时加

入交联剂和 DNA 链断裂剂 ,化学物质引起的 DNA

交联作用就可以通过测定 DNA 断裂而间接被检测

到[10 ,11 ] 。对于凋亡细胞的检测 ,可去除彗星实验的

电泳过程以提高试验的灵敏度 ,这样染色后 DNA 碎

片在核外部形成了晕圈而不是彗星状[12 ] 。经过不

断改进 ,彗星实验技术得到了重要发展和应用 ,其优

点可概括为 : (1) 可以提供单个细胞 DNA 的异质性

信息 ; (2)基本上适用于所有的真核细胞 ; (3) 更加

灵敏 ,可检验 011DNA/ 109道尔顿断裂 ; (4) 所需细胞

样本量小 ( < 10 000) ; (5)无需放射性示踪剂等。

随着彗星实验越来越被广泛地应用于遗传毒性

和细胞毒性物质的检验 ,其实验结果的准确性和一

致性也越来越引起人们的重视。可采用两种方法获

得彗星试验的结果 : (1)用目测千分尺测量彗星的尾

长 ,计算彗尾长和宽的比例 ,或者将细胞的迁移程度

分成四到五级 ; (2)用配有 CCD 照相、荧光显微镜和

软件的成像分析系统来捕获和分析荧光图片 ,测量

荧光强度和 DNA 物质在彗星中的分布。成像分析

法更为准确 ,应用也越来越普遍。

在彗星图像中 ,彗头是细胞核 ,即未断裂的、分

子量较大的 DNA 片段 ,彗尾是细胞核中的 DNA 片

段在电场作用下向阳极迁移而形成的 ,片段愈小 ,迁

移的距离愈远 ,因此彗尾的长度和 DNA 含量可以反

映细胞的受损程度。目前评价彗星实验结果常用的

定量指标主要有 :彗星尾长、彗尾 DNA 含量和尾矩。

其中 ,尾长是“彗星”核心到尾部的距离 ;彗尾 DNA

含量是彗尾 DNA 荧光强度和“彗星”总荧光强度的

比值。尾长与损伤 DNA 的迁移直接相关 ,在低损伤

剂量范围内尾长与损伤呈线性关系 ,但当损伤剂量

超过某一范围时 ,尾长并不随损伤的增加而增加 ,此

时 ,尾部 DNA 密度 (荧光强度)与损伤程度的关系更

为密切。尾矩的概念是由Olive[12 ]提出的 ,尾矩是由

尾长和彗尾 DNA 含量的相乘得到。尾矩由于同时

将尾长和 DNA 密度两个影响因子计算在内 ,并且在

高强度损伤情况下仍能与 DNA 损伤程度保持较好

的线性关系 ,因此能更准确、更灵敏地反映出细胞核

释放的 DNA 片段的量 ,可适用于多种情况。在最近

的工作中 ,陈颖等[13 ]以丝裂霉素 C 为遗传毒性阳性

物质 ,研究了用彗星实验检验赤子爱胜蚓活体基因

损伤的实验方法 ,对尾长、“彗尾”DNA 含量和尾矩

三个指标定量表达实验结果的敏感性进行讨论。结

果表明 ,采用彗星实验检测蚯蚓体腔细胞 DNA 单链

断裂可以作为生物效应标志终点 ,尾矩和尾长作为

敏感指标可以更好地表达遗传毒性物质基因损伤的

剂量 - 效应关系。经过不断改进和完善 ,该方法已

成为鉴别遗传毒性物质的敏感标记物 ,在遗传毒性

作用机制和环境污染监测方面均发挥了重要作用。

2 　彗星实验在环境毒理学领域的应用

理论上 ,几乎所有真核细胞发生的 DNA 损伤都

能用彗星实验来检验 ,人工培养的细胞株或者从动

物组织分离出来的细胞都可在离体或活体染毒后进

行彗星实验。可用于彗星实验的生物组织多种多

样 ,比如无脊椎动物的肌肉、腮、生殖腺、胚胎组织、

消化腺、足、虹吸管等 ,脊椎动物的肝脏、肾脏、肠、

脾、肌肉、腮、生殖腺以及植物和藻类的细胞等[8 ,14 ] 。

对于不同类型细胞 ,其 DNA 单链断裂水平的背景值

不同。首先 ,不同种类的生物体对遗传毒物的灵敏

性千差万别 ;其次 ,由于毒物作用的靶部位不同 ,同

一生物体内不同器官、组织的细胞引起的 DNA 损伤

水平也不尽相同。Aoyama 等[14 ] 发现 , 12甲基23 硝

基212亚硝基胍 (MNNG) 和苯并 [ a ]芘导致的绿藻

( Euglena gracilis)细胞 DNA 断裂均表现出剂量 - 效

应关系 ,在同样条件下甚至比人体淋巴细胞的反应

更加明显。

借助于彗星实验 ,人们已经研究和发现了许多物

质的 DNA 损伤作用 ,如直接作用和断裂 DNA 单链的

物质、烷基化剂、DNA 加合物、金属化合物、氧化剂和

交联剂等。比如 ,人们早就知道丙烯酰胺对人类和实

验动物有神经毒性的作用 ,但是 Manière 等[15]发现该

化合物还能对哺乳动物的脑细胞和生殖细胞造成明

显的 DNA 损伤。另外 ,彗星实验技术也用于研究化

学物质对细胞凋亡这种生理现象的影响 ,凋亡细胞的

DNA 双链断裂 ,产生大量的 DNA 碎片 ,在彗星实验

中 ,彗星尾部迁移距离很长 ,DNA 几乎完全脱核 ,形成

不同于一般损伤的特有形态 ,如前所述 ,改进后的彗

星实验对凋亡现象的检测更加灵敏。

近年来关于彗星实验的研究工作不仅局限在筛

选化学物质是否会造成 DNA 损伤 ,而且在其损伤机

制、损伤与修复关系等问题上也已有了新的探索 ,是

一个值得关注的重要方向。彗星实验既可以用于观

察 DNA 损伤的恢复情况 ,也可以检测由于不完全切

除修复造成的 DNA 缺口 ,为致突变研究提供基础数
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据。一方面 ,DNA 损伤发生以后 ,生物体内自身的

修复机制可以将这种损失降到最低 ,通过观察 DNA

断裂水平的降低可以研究这种修复过程。另外 ,

DNA 不完全修复也能产生 DNA 链缺口 ,这些缺口可

增加 DNA 的不稳定性 ,导致碱基突变和染色体畸

变。通过采用 DNA 合成抑制剂延缓修复 ,使 DNA

单链保持断裂 ,可以研究 DNA 的不完全修复情

况[16 ,17 ] 。类似 ,DNA 交联现象也是环境污染物和致

癌物导致生物体基因损伤突变的结果 ,彗星实验为

研究其发生和修复过程提供了可行方法[18 ] 。相关

研究如 ,Lee 等[19 ]研究了草虾胚胎细胞经过阳光和

PAH(光合毒性作用) 暴露后 DNA 损伤的修复情况 ;

陈颖 (未发表数据)等在北京市大兴污水灌溉区观察

到暴露于污染土壤中的蚯蚓 ,其彗星实验的尾距随

时间的变化规律为 :在 1～7 d 内逐步增加 ,7 d 后逐

步减少 ,显示明显的时间相关损伤 - 修复过程。

根据已有研究结果推测 ,遗传毒性物质发生突

变之前很可能存在一个 DNA 损伤的域值 ,将彗星实

验与其他遗传毒性实验 (如 DNA 加合物实验等) 相

结合将有助于了解致癌物质的作用机理 ,包括毒物

对 DNA 的直接损伤、DNA 或染色体突变的可能

性[15 ,20 ] ,彗星实验往往比其他细胞遗传毒性实验更

灵敏 ,在相对较低的毒物浓度下就可能发生显著的

DNA 链断裂 ,而用 SCE检验的基因组突变和用微核

检验的染色体突变则需要更高的观察浓度。

3 　彗星实验在环境污染监测中的应用

利用彗星实验可以监测环境中存在的遗传毒性

物质。Wend 等[21 ] 研究不同粒径的空气悬浮物
(PM215和 PM215210 ) 导致了老鼠纤维原细胞明显的

DNA 损伤 ,发现毒性主要存在于细颗粒 PM215的有

机溶剂提取物中 ,并且冬季样品的毒性是夏季样品

的 9 倍和 416 倍。DNA 损伤会影响到水生动物的生

长发育和繁殖。圣地亚哥海湾的软体动物 M1
edulis 表现出 DNA 损伤和生长的减缓[17 ] ;而该地区

另一类软体动物的精子 DNA 受到损伤 ,与卵子受精

成功率的降低有很大的相关性[22 ] 。最近 Lemiere [23 ]

进行了一项有趣的研究 ,将多环芳烃污染地区采集

到的贝类 ( Mytilus) 喂给老鼠后 ,发现老鼠肝脏和骨

髓细胞的 DNA 损伤与 Mytilus 体内的 PAH污染水平

有明显的剂量 - 效应 - 时间关系 ,这一结果表明了被

初级消费者摄取的污染物对上一级消费者的生物有

效性 ,食物链的传递也能间接导致非污染生境的捕

食者体内发生 DNA 损伤。

直接用彗星实验监测环境介质 (水、气、土、动物

和植物)遗传毒性的工作尚且不多 ,一方面是由于相

当多的环境研究人员目前主要依靠化学分析工具 ,

很少采用生物测试的技术方法 ;另一方面 ,彗星实验

类似的毒性测试或生物效应标记物测试方法只能回

答潜在的后果 ,而不能回答产生后果的原因 ,这在目

前基于环境质量标准的管理体制中很难发挥作用。

但是可以预期 ,随着风险管理逐步完善 ,生物毒性测

试的应用会越来越多。用彗星实验进行野外污染监

测时 ,还要考虑自然条件对结果背景值的影响 ,如季

节、时间、阳光、个体差异 ,以及生物体对环境压力的

适应调节能力等[24 ] 。

4 　彗星实验在生态和健康风险评价
中的应用

　　风险评价是收集、整理和解释各种与健康相关

的资料的过程。这些资料包括毒理学资料、人群流

行病学资料、环境和暴露的因素等 ,可以分为定性风

险评价和定量风险评价。危害鉴定是确定暴露于有

害因子所引起不良健康效应发生率升高的过程 ,即

对有害因子引起不良健康效应的潜力进行定性评价

的过程 ,如判定某污染物是否具有致癌性 ,并进一步

确定其致癌风险。类似彗星实验这样的快速筛选和

测试方法既可以是健康风险评价的第一步 (危害鉴

定) ,又是定性风险评价的关键指标 ,为研究毒物导

致哺乳动物形成慢性肿瘤提供了快速筛选的工具。

彗星实验灵敏、简便 ,耗时短 ,可检测大样本 ,因

此是快速筛查风险因子、开展生态系统中遗传毒性

物质的生态风险和人群致癌风险调查的理想方法。

陈颖等[13 ]以污水灌溉土壤样品为例研究了污染土

壤导致的蚯蚓体内 DNA 单链断裂。肖睿洋等[25 ]利

用 SOS/ umu 试验测试了天津地区 41 个土壤样品有

机提取物的遗传毒性 ,研究了该地区土壤中遗传毒

性物质污染水平及区域生态风险的分布规律 ;同时

对其中部分样点进行了蚯蚓活体暴露和彗星实验 ,

结果表明在所研究区域中 ,遗传毒性的高风险区主

要分布在天津市和塘沽、汉沽两个区 ,离体的 SOS/

umu 实验结果和活体的彗星实验结果得到了相互印

证 (未发表数据) 。Yá�nez 等[26 ]用彗星实验对污染矿

区儿童进行血细胞抽样调查 ,发现该地区儿童血细

胞DNA 的受损情况普遍高于对照地区的儿童 , 并

且尿液中砷和血液中铅的含量也明显较高。
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彗星实验可以用来评价化学品的遗传毒性。已

知损伤 DNA 的遗传毒性物质包括直接作用 DNA 导

致损伤的遗传毒性物质和代谢活化产物作用于

DNA 导致损伤。直接导致 DNA 损伤的化合物包括

烷基化试剂 ,如 N2甲基2N2亚硝基 - 胍 ,甲基甲烷磺

酸脂 (MMS) ,这些化合物不需要活化代谢过程就能

够导致 DNA 损伤。已经证明各种各样的烷基化化

合物能够在软体动物和鱼类、两栖动物的细胞中产

生彗星 ,而过氧化氢 , 32氯24 (二氯甲基)252羟基22

(5H)2呋喃 , N2乙酸2N222乙酰基 - 氨基芴和 42氨基 -

联苯也能够直接作用于 DNA ,并在鱼类和无脊椎动

物细胞中产生彗星[8 ,27 ] 。阿特拉津和草甘磷等除草

剂能使牛蛙 ( R1 catesbeiana) 的红血球细胞产生彗

星[28 ] 。利谷隆是一种广泛使用的除草剂 ,对鼠类的

体内实验表明其能够产生 DNA 损伤。

第二类导致 DNA 损伤的化合物需要代谢活化

后才能对 DNA 发生作用。Mitchelmore 等[29 ]发现苯

并[ a ]芘和硝基芘能使虹鳟鱼 ( S1 trutta) 体内的肝

细胞产生彗星 ,但是血细胞却没有损伤。从污染的

河水中发现的白鲑鱼 ( L1 cephalus) 体内 EROD 酶活

性较高 ,其红血球 DNA 的彗星尾矩明显高于清洁河

水中的同类生物[30 ] 。光氧化作用可以使芳烃物质

形成阳离子 ,这种阳离子不仅能稳定地与 DNA 结

合 ,导致单链损伤而且还能够产生氧自由基。杀虫

剂 malathion 的主要代谢物是 malaoxon 和它的异构

体 isomalathion ,彗星实验结果表明其对人血细胞的

DNA 损伤作用存在剂量 - 效应关系[31 ] 。有些化合

物可以从多种途径导致 DNA 损伤。例如 ,甲萘醌本

身能够与 DNA 结合导致单链损伤和交联 , 而甲萘

醌还原生成醌自由基后又能与氧生成多种多样的

ROS ,这些中间产物都能导致 DNA 损伤[32 ] 。

危害鉴定中通常采用化合物结构 - 活性 (QSAR)

关系模型 ,彗星实验可以用来建立遗传毒性物质的

QSAR ,然而这方面的研究工作却非常少。Tafazoli

等[33 ]用彗星实验检验了五种氯化烷和烯类物质 ,结

果证明 :含氯数目越多对 DNA 损伤作用越强 ,带双

键的烯类比无双键的烷类更容易导致 DNA 损伤。

尽管这类研究工作目前还比较少 ,但是可以预料彗

星实验作为遗传毒性物质 QSAR 的验证手段 ,具有

很好的应用前景。

5 　小结和展望

彗星实验从一种在单细胞水平上检验 DNA 链

损伤的灵敏方法开始 ,已经逐步成为筛选致癌和致

突变遗传毒性物质、监测环境介质中的遗传毒性物

质和研究化合物致癌作用机理的重要方法 ,在风险

评价 ,尤其是在土壤和水环境污染潜在生态风险和

致癌健康风险的研究方面也取得了很多重要的研究

成果。由于 DNA 损伤关系到生物个体遗传信息的

表达 ,与种群密度和生态群落影响很可能存在直接

或和间接联系 ,因此该效应标记方法将不仅仅是从

生物个体角度起到环境预警的作用 ,从区域管理的

角度也可能作为反映生态和健康效应的重要指标。

另外 ,鉴于彗星实验对于真核细胞的普遍适用性 ,也

为目前致癌物环境毒理组学研究和致癌风险评价体

系提供了重要的手段。
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DEVELOPMENT AND APPLICATION OF COMET ASSAY FOR

DETECTING GENOTOXIC SUBSTANCES IN ENVIRONMENTAL SAMPLES

Chen Ying1 　Wang Lei2 　Wang Zijian1

(1 Research Center for Eco2Environmental Science , Beijing 　100085 , China)

(2 The Administrative Center for Chinaπs Agenda 21 , Beijing 　100089 , China)

Abstract 　COMET assay is a newly developed technology for detecting DNA damage on single cell level . Recently and af2
ter continues modification , the assay has been successfully modified to detect several DNA damages and become a sensitive

biomarker . It also plays a more and more important role in identifying genotoxic substances from environmental sample , elucidat2
ing mechanisms of carcinogenicity , as well as biomonitoring environmental pollution. COMET technology has also been applied in

environmental toxicology and risk assessment . In this paper , the origination and modification , environmental applications , and

future trends are reviewed , for the benefits of utilization , data interpretation , and contributing to its further development by Chi2
nese scientists.

Key words 　COMET assay ; Genotoxic effect ; Environment ; Review
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