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摘要: 为探讨咪唑类离子液体氯化 1￣辛基￣3￣甲基咪唑 ([C8 mim][C1])对洋葱的遗传毒性ꎬ用浓度分别为 2.5、5、10 和 20

mmolL
￣1的[C8 mim][C1]处理洋葱内表皮细胞和洋葱根尖 8 hꎬ用浓度为 10 mmolL

￣1的[C8 mim][C1]处理洋葱内表皮细胞和洋

葱根尖 4 h、8 h、12 h 和 24 hꎬ研究[C8 mim][C1]对洋葱内表皮细胞核的影响和对洋葱根尖有丝分裂指数和染色体畸变的影响ꎮ
结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ随着[C8 mim][Cl]处理浓度和时间的增加ꎬ洋葱内表皮细胞核偏移率明显升高ꎬ根尖细胞有丝分裂指

数显著降低ꎬ染色体畸变现象明显ꎬ畸变率升高ꎮ 研究表明ꎬ当浓度达到 2.5 mmolL
￣1时ꎬ[C8 mim][Cl]对洋葱具有遗传毒性ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: The aim of this study was to explore the genotoxicity of imidazole ionic liquid chloride 1￣octyl￣3￣
methylimidazolium ([C8 mim][C1]). Endothelial cells (EC) and root tip cells (RTC) of onion were treated with

[C8 mim][C1] at the variable concentrations for 8 hours (2.5, 5, 10 and 20 mmolL
￣1

). Cells were also treated

with [C8 mim][C1] at the concentration of 10 mmolL
￣1

for different time period of 4, 8, 12 and 24 hours, respec￣
tively. The effect of [C8 mim][C1] on onion nucleus was observed, mitotic index was calculated and chromosome

aberration of RTC were detected after the treatment of [C8 mim][C1]. The results showed that [C8 mim][Cl] expo￣
sure induced the location change of onion epidermal cell nucleus. In addition, [C8 mim][Cl] caused the decrease

of mitotic index of RTC and the increase of chromosome aberration ratio. These results demonstrated that the

genotoxicity of [C8 mim][Cl] on EC and RTC is in a dose￣ and time￣dependent manner when the [C8 mim][Cl]

concentration reaches 2.5 mmolL
￣1

.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: [C8 mim][Cl]; onion; genotoxicity
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　 　 离子液体(ionic liquids, ILs)具有许多优良的特

性ꎬ如不挥发、高热稳定性、不易燃等[1￣2]ꎬ被作为一

类新型的环境友好型“绿色溶剂”ꎬ故它在化学合

成、精细化学加工等领域得到广泛应用ꎬ并显示出了

非常好的效果和应用前景[3]ꎮ 但是ꎬ离子液体在生

产和使用过程中ꎬ可能会流失到环境中引起环境污

染[4]ꎬ在生物体中进行富集且不易降解[5]ꎬ对生物体

产生严重危害ꎮ 因此有必要对离子液体的毒性进行

评估ꎬ现在有很多学者研究了离子液体对某些动物、
植物、微生物的影响[6￣8]ꎮ 离子液体种类很多ꎬ对不

同生物体的毒性差异比较大ꎬ需对其毒性做进一步

研究ꎬ为全面评估离子液体的毒性提供更多依据ꎮ
咪唑类离子液体是最常见、使用最广泛的一类离子

液体ꎬ本实验选用氯化 1￣辛基￣3￣甲基咪唑([C8 mim]

[Cl])为代表研究离子液体的毒性ꎮ 洋葱廉价、易于

在室内培养ꎬ是观察细胞核和有丝分裂的较佳材料ꎮ
洋葱根尖实验是国际上常用的环境化学物质遗传毒

性检测方法ꎬ具有灵敏、简便、快速的特点ꎮ 因此ꎬ本
实验研究了[C8mim][Cl]对洋葱内皮细胞的影响、对
洋葱根尖细胞分裂和洋葱染色体畸变的影响ꎬ通过

研究[C8 mim][Cl]对洋葱的遗传毒性ꎬ探讨[C8 mim]

[Cl]对生物体的毒性ꎬ为全面评估离子液体的毒性

提供更多依据ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 实验材料

红皮洋葱(Allium cepa)ꎬ购自新乡市农贸市场ꎻ
� [C8mim][Cl]ꎬ纯度为 99.5％ꎬ购自湖北恒硕化工有限

公司ꎬ用纯净水配成 1 molL
￣1的母液ꎮ

１.２　 预处理

挑选完整无损、大小均匀的新鲜洋葱 5 颗ꎬ撕掉

外表皮ꎬ去除老根ꎬ在室温下于清水中培养数小时使

其活化ꎮ
１.３　 不同浓度的[Ｃ８ｍｉｍ] [Ｃｌ]对洋葱内表皮细胞

核的作用

　 　 切取 1 cm
2 左右的内表皮若干ꎬ放入不同浓度

(2.5、5、10 和 20 mmolL
￣1

)[C8mim][Cl]中处理 8 hꎬ对
照组使用自来水ꎮ 处理结束后用改良苯酚品红染液

染色做常规制片ꎬ普通光学显微镜下观察洋葱内表

皮细胞核形态和位置变化ꎬ每张片子选取 5 ~ 10 个

视野ꎬ观察 1 000 个细胞ꎬ计算细胞核偏移率ꎮ 细胞

核偏移率等于细胞核边缘化细胞数量占细胞总数的

百分比ꎮ

１.４　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]不同处理时间对洋葱内表皮细

胞核的作用

　 　 切取 1 cm
2 左右的洋葱内表皮若干ꎬ放入 10

mmolL
￣1

[C8mim][Cl]中处理ꎬ在 4 h、8 h、12 h 和 24

h 时取样ꎬ用改良苯酚品红染液染色做常规制片、观
察、照相ꎬ计算细胞核偏移率ꎮ
１.５　 不同浓度的[Ｃ８ｍｉｍ] [Ｃｌ]对洋葱根尖细胞有

丝分裂的影响
　 　 取正常生长的根长为 2 cm 的洋葱ꎬ移入不同浓

度(2.5、5、10 和 20 mmolL
￣1

)[C8mim][Cl]中处理 8 hꎬ
对照组使用自来水ꎮ 处理结束后恢复正常培养 24

hꎬ剪取根尖ꎬ卡诺液固定 24 hꎬ保存于 4 ℃、70％(体

积分数)乙醇中ꎮ 染色、压片ꎬ在显微镜下观察洋葱

根尖细胞有丝分裂状况ꎮ 分裂细胞包括前期、中期、
后期、末期的所有细胞ꎬ统计 1 000 个左右细胞中的

分裂细胞数ꎬ计算有丝分裂指数ꎮ 有丝分裂指数 =

分裂细胞数/观察细胞数(% )
[9]ꎮ

１.６　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]不同处理时间对洋葱根尖细胞

有丝分裂的影响
　 　 取正常生长的根长为 2 cm 的洋葱ꎬ移入盛有

10 mmolL
￣1

[C8 mim][Cl]的小烧杯中ꎬ在处理 4 h、8

h、12 h 和 24 h 时取样ꎬ恢复正常培养 24 hꎮ 剪取根

尖ꎬ卡诺液固定 24 hꎬ保存于 4 ℃、70％(体积分数)乙

醇中ꎮ 染色、压片ꎬ在显微镜下观察洋葱根尖细胞有

丝分裂状况ꎬ计算有丝分裂指数ꎮ
１.７　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]处理后对染色体畸变的影响

计算根尖细胞有丝分裂指数后ꎬ观察染色体畸

变情况ꎻ我们只统计中期、后期和末期的染色体畸变

数ꎬ每处理组统计约 300 个分裂相ꎬ计算染色体畸变

率ꎮ 染色体畸变率 = 染色体畸变数/分析的染色体

总数(‰)
[9]ꎮ

１.８　 统计学分析

实验数据用`x±s 表示ꎬ采用 Graph Pad Prism 6

软件进行统计学分析ꎬ 各组间比较用 One￣Way

ANOVAꎬ以 P<0.05 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 不同浓度的[Ｃ８ｍｉｍ] [Ｃｌ]对洋葱内表皮细胞

核的作用
未经[C8mim][Cl]处理的洋葱内表皮细胞核形态

正常ꎬ着色较深ꎬ位于细胞中央ꎬ位置未发生偏移ꎻ经
过[C8mim][Cl]处理 8 h 后ꎬ细胞核形态逐渐发生变

异ꎬ并且随着浓度的增加ꎬ细胞核发生肿胀ꎬ着色变

浅ꎬ核偏移现象严重ꎮ 对照组细胞核偏移率为
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6.5% ꎬ2.5、5、10 和 20 mmolL
￣1

[C8 mim][Cl]处理洋

葱内表皮细胞 8 h 后ꎬ细胞核偏移率依次为 21.5% 、
25% 、27% 和 35% ꎬ与对照组相比差异性显著 (P <

� 0.05)(图 1)ꎮ
２.２　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]不同处理时间对洋葱内表皮细

胞核的作用
[C8mim][Cl]处理时间对洋葱内表皮细胞核偏移

的影响存在差异ꎬ随着[C8mim][Cl]处理时间的延长ꎬ
细胞核逐渐变大ꎬ着色变浅ꎬ核偏移现象加重ꎮ 10

mmolL
￣1

[C8mim][Cl]处理 4 h、8 h、12 h 和 24 h 后细

胞核偏移率依次为 19% 、27% 、32% 和 53% ꎬ各处理

组相比差异性显著(P<0.05)(图 2)ꎮ
２.３　 不同浓度的[Ｃ８ｍｉｍ] [Ｃｌ]对洋葱根尖细胞有

丝分裂的影响
[C8mim][Cl]造成了洋葱根尖细胞有丝分裂指数

的降低ꎬ对照组根尖细胞有丝分裂指数为 16.4% ꎬ
2.5、5、10 和 20 mmolL

￣1
[C8 mim][Cl]处理洋葱根尖

8 h 后ꎬ有丝分裂指数依次为 15.1% 、13.9% 、10.9%

图 １　 不同浓度[Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]对洋葱内表皮细胞核偏移的影响

注:A 显微镜下的图像ꎬ其中 aꎬ0 mmolL￣1ꎻbꎬ2.5 mmolL￣1ꎻcꎬ5 mmolL￣1ꎻdꎬ10 mmolL￣1ꎻeꎬ20 mmolL￣1ꎮ
B 细胞核偏移的量化分析ꎬ与对照相比ꎬ* P<0.05ꎬ* * P<0.01ꎬ* * * P<0.001ꎬ下同ꎮ

Fig. 1　 Effects of [C8 mim][Cl] at different concentrations on nuclear morphological change of onion endothelial cells

Note: A. Onion endothelial cells imaged by microscope; a, 0 mmolL￣1 ; b, 2.5 mmolL￣1 ; c, 5 mmolL￣1 ; d, 10 mmolL￣1 ; e, 20 mmolL￣1 .

B. Quantitative analysis of nuclear morphological change of onion endothelial cells; asterisk denotes a response that is significantly

different from the control (* P<0.05, * * P<0.01, * * * P<0.001). The same below.

图 ２　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]处理不同时间对洋葱内表皮细胞核偏移的影响

注:A 显微镜下的图像ꎬ其中 aꎬ4 hꎻbꎬ8 hꎻcꎬ12 hꎻdꎬ24 hꎮ B 细胞核偏移的量化分析ꎮ

Fig. 2　 Effects of [C8 mim][Cl] on nuclear morphological change of onion endothelial cells for different treatment time

Note: A. Onion endothelial cells imaged by microscope; a, 4 h; b, 8 h; c, 12 h; d, 24 h.

B. Quantitative analysis of nuclear morphological change of onion endothelial cells.
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和 4.6% ꎬ随浓度的增加ꎬ有丝分裂指数逐渐降低ꎬ与
对照组相比ꎬ各浓度处理组有丝分裂指数均具有显

著性差异(P<0.05)(图 3)ꎮ
２.４　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]不同处理时间对洋葱根尖细胞

有丝分裂的影响
[C8mim][Cl]处理不同时间对洋葱根尖有丝分裂

指数具有明显的影响ꎬ处理 4 h、8 h、12 h 和 24 h

后ꎬ有丝分裂指数依次为 15.3% 、12.6% 、8.5% 和

4.1% ꎬ随着处理时间的增长ꎬ有丝分裂指数逐渐降

低ꎬ与对照组相比ꎬ各时间处理组有丝分裂指数均有

显著性差异(P<0.05)(图 4)ꎮ
２.５　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]对洋葱根尖细胞有丝分裂过程

中染色体畸变的影响
[C8mim][Cl]处理洋葱根尖细胞后ꎬ造成了多种

图 ３　 不同浓度的[Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]对洋葱

根尖细胞有丝分裂指数的影响

Fig. 3　 Effects of [C8 mim][Cl] at different concentrations

on mitotic index of onion root tip cells

图 ４　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]处理不同时间对洋葱根尖

有丝分裂指数的影响

Fig. 4　 Effects of [C8 mim][Cl] on mitotic index of onion

root tip cells for different treatment time

染色体畸变现象的发生ꎮ 洋葱根尖经过[C8mim][Cl]

处理后ꎬ均有不同类型的染色体畸变ꎬ如染色体粘

连、染色体桥、断片、缺失、分配不均、染色体排列紊

乱等ꎬ其中出现较为频繁的是染色体粘连及染色体

桥(图 5)ꎮ 随[C8mim][Cl]处理浓度及时间的增加ꎬ染
色体畸变率总体呈升高趋势ꎬ但是当处理浓度在 10

~ 20 mmolL
￣1、处理时间在 12 ~ 24 h 范围时ꎬ染色

体畸变率开始下降(图 5)ꎮ

３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
细胞内环境的稳定性对细胞的物质代谢、能量

转换和信息传递起着重要的作用ꎮ [C8mim][Cl]既具

有脂溶性ꎬ又具有水溶性ꎬ因此比较容易通过细胞膜

进入细胞质ꎬ作用于细胞器ꎬ影响细胞内蛋白质、
DNA 或其他物质的代谢ꎬ引起细胞结构和功能的改

变[10]ꎮ 本研究发现ꎬ[C8 mim][Cl]处理洋葱内表皮细

胞后ꎬ可引起其细胞核形态和位置发生变异ꎬ说明

[C8mim][Cl]对洋葱内表皮细胞造成了毒害作用ꎬ并
且这种毒害作用随着[C8mim][Cl]的浓度和处理时间

的增加而加重ꎮ 细胞核是细胞内较大的细胞器ꎬ正
常的细胞核能够存在于细胞的一定位置ꎬ是由于细

胞骨架的支撑作用ꎮ 细胞核位置偏移细胞的中心ꎬ
可能是因为当细胞处于离子液体的环境中ꎬ离子液

体能够进入到细胞内ꎬ直接或间接作用于细胞骨架

组装或去组装的相关蛋白ꎬ引起了细胞骨架的改变ꎬ
从而改变了细胞核的位置ꎬ当离子液体的浓度达到

一定程度时ꎬ细胞骨架受损严重ꎬ细胞核缺少支撑作

用ꎬ紧贴细胞膜分布ꎮ
研究表明环境中的有毒化学物质如铅和硒等能

够降低植物的有丝分裂指数ꎬ其机理是通过阻碍与

细胞有丝分裂相关的蛋白质合成ꎬ使细胞周期的运

行受到抑制ꎬ最终导致有丝分裂指数降低ꎮ 本实验

结果表明ꎬ随着[C8mim][Cl]处理浓度及时间的增加ꎬ
洋葱根尖细胞有丝分裂指数呈降低趋势ꎮ [C8 mim]

[Cl]浓度越大ꎬ处理时间越长ꎬ其在植物体内的积累

就越多ꎬ胞内分裂相关蛋白的合成受阻就越明显ꎬ有
丝分裂指数越低ꎮ 同时ꎬ[C8 mim][Cl]能够促进活性

氧(ROS)、丙二醛(MDA)等的产生ꎬ抑制抗氧化酶如

超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)、过氧化

氢酶(CAT)等的活性ꎬ进而损害 DNAꎬ影响脂质及相

关蛋白质的合成[11￣12]ꎬ影响有丝分裂的正常进行ꎬ使
得有丝分裂指数降低ꎮ

当生物体处于不良环境中时ꎬ会引起细胞染色

体结构发生变异ꎬ形成染色体断片、粘连或造成染色
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图 ５　 [Ｃ８ｍｉｍ][Ｃｌ]对洋葱根尖细胞染色体畸变的影响

注:A 显微镜下的图像ꎬ下图为上图的局部放大图ꎬ其中 aꎬ染色体落后ꎻbꎬ染色体粘连ꎻcꎬ染色体排列紊乱、缺失ꎻ
dꎬ染色体桥ꎻeꎬ染色体断片(红色箭头所指)ꎮ B 洋葱根尖细胞染色体畸变量化分析ꎮ

Fig. 5　 Effects of [C8 mim][Cl] on chromosome aberration of onion root tip cells

Note: A. Onion root tip cells imaged by microscope; arrow indicates a, chromosome lagging; b, chromosome adhesion; c,

chromosome disorder and deletion; d, chromosome bridge; e, chromosome fragments. B. Quantitative analysis of chromo￣
some aberration.

体排列紊乱、滞后的现象[13]ꎮ 研究表明离子液体对

水稻、石莼、蚕豆等植物有毒性作用ꎬ抑制其生长ꎬ造
成 DNA 损伤等[14￣17]ꎮ 本实验中ꎬ[C8mim][Cl]处理洋

葱根尖细胞后ꎬ可以引起染色体桥、染色体粘连、缺
失等畸变现象的发生ꎮ 其发生的机制可能是通过以

下 3 种途径ꎬ一是 [C8 mim][Cl]进入细胞核内ꎬ将
DNA 作为靶点ꎬ直接损害遗传物质ꎬ当 DNA 的损伤

程度超过 DNA 的修复能力时ꎬ则出现染色体畸变ꎻ
二是损害与有丝分裂相关的分裂器如纺锤丝ꎬ干扰

蛋白质合成或 RNA 的转录ꎬ不能形成与染色体运

动有关的物质ꎬ间接引起有丝分裂异常ꎬ导致染色体

畸变ꎻ三是通过干扰某些损伤的正常修复过程ꎬ阻止

染色体在正常情况下的重建ꎬ而形成新的重排ꎬ出现

染色体桥、粘连、断片等现象ꎮ 当[C8mim][Cl]的浓度

超过 10 mmolL
￣1、处理时间超过 12 h 时ꎬ染色体畸

变率开始下降ꎬ可能是因为当处理浓度及时间达到

一定范围时ꎬ离子液体能够阻碍纺锤丝微管蛋白的

聚合作用ꎬ致使细胞停留在分裂期ꎮ
总之ꎬ当浓度达到 2.5 mmolL

￣1时ꎬ[C8 mim][Cl]

对洋葱具有遗传毒性ꎬ主要表现为细胞核偏移、有丝

分裂异常、染色体畸变等ꎮ

通讯作者简介:井长勤 (1972￣)ꎬ男ꎬ理学博士ꎬ副教

授ꎬ主要研究方向为细胞和分子毒理学ꎬ发表学术论

文 30 余篇ꎮ
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