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臭氧对摇蚊幼虫表皮和肌肉细胞超微结构的影响
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摘要 :为探讨臭氧对摇蚊幼虫的致毒机理 ,通过扫描电镜和

透射电镜 ,观察并分析了臭氧对摇蚊幼虫表皮和肌肉细胞超

微结构的影响. 结果表明 :臭氧处理后的摇蚊幼虫表皮由于

真皮细胞结构被破坏导致板层结构消失 ,真皮细胞层与内表

皮层相分离. 真皮细胞的损害表现为核仁变形、染色质固缩 ;

真皮细胞内线粒体空泡化严重 ,形成大的电子透明区 ;细胞

内内质网减少 ,小池扩张 ,并出现水肿 ,表面核糖体脱落 ;脂

滴有空泡化现象. 臭氧处理后肌原纤维无明显变化 ;肌细胞

核形状不规则 ,核仁变形 ;肌细胞中线粒体破坏严重 ,双层膜

变得模糊不清 ,内嵴减少 ,空泡化严重.
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Effect of ozone on the ultrastructures of

cuticle and muscle cells in chironomid larvae
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Abstract : To clarify the toxic mechanism of ozone in chironomid

larvae , the effect of ozone on the ultrastructures of cuticle and

muscle cells in chironomid larvae was detected under scanning

electron microscopy and transmission electron microscopy. Re2
sults show that the epidermis of treated larvae is destroyed , and

the endocuticula separates from epidermis. The epidermis cells

treated with ozone has an obvious ultrastructural variation. The

nucleus becomes deformed , chromatin condenses , cristae of mi2
tochondria disappears and mitochondria vesiculats. The endo2
plasmic reticulum decreases , endoplasmic reticulum cisterna ex2
pands and vesiculates , ribosomes fall down. In poisonous muscle

cells the nucleus becomes deformed , the cristaes in mitochondria

partially dissolve and mitochondria vesiculate seriously.
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0 　引　言

摇蚊幼虫在水库、湖泊类水源水中大量孳生 ,容

易使城市净水系统受到污染[1 - 3 ]
. 摇蚊幼虫大规模

暴发期 ,通常采用液氯来杀灭净水过程中出现的摇

蚊幼虫[4 ] . 作为液氯的有效替代消毒剂 ,臭氧对摇蚊

幼虫具有更为显著的灭活效能[5 ] ,但臭氧对摇蚊幼

虫超微结构的影响未见报道. 本文通过扫描电镜和

透射电镜 ,对摇蚊幼虫在臭氧作用前后的表皮和肌

肉细胞超微结构的变化进行了比较 ,在此基础上 ,探

讨了臭氧对摇蚊幼虫的致毒机理.

1 　材料与方法

1. 1 　材料

试验用摇蚊幼虫接种自野外 ,经标准方法培养

繁殖后供试验使用[6 ]
. 试验中依据各龄幼虫的头壳

宽度来划分摇蚊幼虫龄期 ,选择第 4 龄期摇蚊幼虫

作为测试对象. 摇蚊幼虫的死亡标准为用玻璃棒轻

压摇蚊幼虫的尾部 3 次后 ,幼虫不做“8”运动[7 ]
.

试验用臭氧采用高浓度臭氧发生器制备. 臭氧

产量为 3 gΠh ,臭氧质量浓度为 18～20 mgΠL . 在臭氧

工作器稳定发生一段时间后 ,在一定的臭氧通入流

量情况下 ,作通入时间和溶液质量浓度的标准曲线.

根据实际通入时间对照标准曲线确定臭氧溶液的质

量浓度. 溶液中的臭氧质量浓度采用碘量法测量. 以
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生产原水为试验水样 ,试验用水水质情况见表 1.

表 1 　试验用水水质情况

p H 浊度ΠN TU
氨氮Π

(mg·L - 1)
CODMnΠ

(mg·L - 1)
藻类ΠL

6. 5 10. 5 0. 32 2. 98 1. 5 ×107

1. 2 　扫描电镜观察方法

取经臭氧处理的中毒幼虫和无处理的对照组 4

龄幼虫 ,用体积分数为 2 %的戊二醛 (磷酸缓冲液配

制 ,p H = 7. 0) 固定 150 min. 配制 0. 1 molΠL 磷酸缓

冲液 (p H = 7. 0 , 0. 2 molΠL NaH2 PO4 ∶0. 2 molΠL

Na2 HPO4∶H2 O = 78∶122∶200) 共 400 mL ,用其将样

品漂洗 3 次 ,每次 10 min ;配制体积分数为 30 %、

50 %、70 %、80 %、90 %系列乙醇溶液 ,依次将样品脱

水各 10 min ,再用无水乙醇脱水两次各 20 min ;用乙

酸异戊酯将乙醇进行置换 2 次 ,每次 20 min ;采用

HCP - 2 型临界点干燥仪进行 CO2 临界点干燥 ,干

燥温度为 40 ℃,压力为 8. 8 MPa ;将干燥好的样品粘

台、喷金后 ,用 HITACHI 扫描电镜 (型号为 S - 520)

观察.

1. 3 　透射电镜观察方法

将臭氧处理组的中毒幼虫和对照组的幼虫去掉

首尾 ,用体积分数为 2. 5 %的戊二醛 (p H 7. 2) 初固

定 2 h ;然后 ,用磷酸缓冲液 (p H 7. 2)冲洗 3 次 ,每次

10 min ;用体积分数为 2 %的锇酸再固定 1. 5 h ,分别

用体积分数为 50 %、70 %、80 %、90 %和 100 %的乙

醇进行逐级脱水 ,每次 10～15 min ;用环氧树脂 812

包埋 ,Ult rachut E 型超薄切片机切片 ;醋酸铀、柠檬

酸铅双染色后 ,用 J EM - 1200EX透射电镜观察.

2 　结果与分析

2. 1 　扫描电镜的观察

对 4 龄幼虫体表超微结构的扫描电镜观察结果

如图 1 所示. 从图 1 (a)可以看出 ,对照组摇蚊幼虫体

壁表面呈凹凸不平的粗条形波浪状皱褶. 从图 1 (b)

可见 ,臭氧处理过的幼虫 ,其体表结构排列较为疏

松 ,且彼此间空隙较大 ,轮廓不清晰. 图 1 结果表明 ,

臭氧主要是通过体壁吸收进入幼虫体内 ,并对体表

结构造成一定程度的损害.

2. 2 　透射电镜的观察

对无处理的对照组摇蚊幼虫的透射电镜观察表

明 :摇蚊幼虫体壁由基膜、真皮细胞层和表皮层组

成. 表皮层排列整齐、致密 ,与真皮细胞层结合紧密

[图 2 (a) 、(b) ] ;真皮细胞的核膜完整 ,细胞核内有电

子致密的核仁与电子致密度较低的染色质 [图 2

图 1 　臭氧处理对 4 龄幼虫体表超微结构的影响

(SEM ×3000)

(b) ] ;细胞内线粒体内嵴发达 ,分布均匀 [图 2 (c) ] ;

粗面内质网丰富 ,表面核糖体清晰可见 [图 2 (c) 、

(d) ] ;脂滴的电子密度均匀[图 2 (e) ] ;对照组中肌原

纤维致密、排列规则、明暗带清晰 [图 2 (f ) ] ;肌细胞

核结构完整 ,染色质均匀 ,核仁居中 ,且形状规则 [图

2 (g) ] ;肌肉细胞内线粒体十分丰富 ,为椭圆形 ,内嵴

发达、致密[图 2 (h) 、(i) ] .

图 2 　对照组摇蚊幼虫的形态学观察

对臭氧处理组摇蚊幼虫的透射电镜观察表明 :

摇蚊幼虫表皮由于真皮细胞结构被破坏导致板层结

构消失 ,真皮细胞层与内表皮层相分离 [图 3 (a) ] ;

真皮细胞核不规则 ,核内染色质固缩 ,核仁变形 [图

3 (b) ] ;真皮细胞内线粒体空泡化严重 ,形成大的电

子透明区[图 3 (c) ] ;细胞内内质网减少 ,小池扩张 ,

并出现水肿 ,表面核糖体脱落 [图 3 ( d) ] ;脂滴有空

泡化现象[图 3 (e) ] ;臭氧处理后肌原纤维无明显变
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化[图 3 (f ) ] ;肌细胞核形状不规则 ,核仁变形 [图 3

(g) ] ;肌细胞中线粒体被严重破坏 ,双层膜变得模糊

不清 ,内嵴减少 ,空泡化严重[图 3 (h) 、(i) ] .

图 3 　臭氧处理组摇蚊幼虫的形态学观察

3 　臭氧对摇蚊幼虫的致毒机理

3. 1 　臭氧对摇蚊幼虫表皮的穿透机理

大量研究表明 ,昆虫体壁表皮可以有效保留杀

虫剂 ,所以昆虫表皮是阻止杀虫剂穿透的有力屏障.

一般情况下 ,杀虫剂的脂溶性越大 ,对昆虫表皮的穿

透性越强 ,尤其上表皮蜡层的穿透与脂溶性的关系

更密切. 但是 ,杀虫剂的脂溶性还不能完全决定杀虫

剂真正穿透进入昆虫体. 因为昆虫的内表皮很多是

亲水性的. 杀虫剂穿透上表皮后 ,还必须具有一定的

水溶性才能穿透内表皮 ,否则 ,杀虫剂就可能被保留

在上表皮中 ,而不能有效地达到作用靶标 ,就失去了

对昆虫的毒杀作用.

臭氧具有良好的水溶性 ,但脂溶性较差 ,这就决

定了臭氧对摇蚊幼虫上表皮蜡层的穿透能力较弱 ,

而对内表皮却具有很好的穿透能力. 透射电镜观察

证明 ,经臭氧处理后的幼虫表皮由于真皮细胞层被

破坏导致板层结构消失 ,真皮细胞层与内表皮层相

分离 ,说明臭氧主要是通过幼虫体壁吸收进入体内

的. 此外 ,摇蚊幼虫表皮板层结构的破坏可以使表皮

丧失其应有的功能 ,例如 ,缺少应有的坚固度、弹性

和柔韧性 ,对肌肉的附着力降低或丧失 ,不能很好地

维持体腔内一定的内压等.

3. 2 　臭氧对细胞器的破坏机理

摇蚊幼虫经臭氧处理后 ,其体壁变化以及真皮

细胞的损伤表明 ,臭氧对摇蚊幼虫的毒杀作用主要

是触杀毒性 ,即通过进入摇蚊幼虫的体腔影响幼虫

的生理活动. 细胞结构是功能的单位 ,细胞结构的损

伤必将导致功能的受损 ,功能的受损又反过来加速

细胞结构的损伤[8 ]
. 在细胞中细胞核是最大、最重要

的细胞器 ,也是细胞遗传代谢的调控中心. 其内部的

核仁对于细胞生命活动具有重要作用 ,与蛋白质合

成关系密切. 多方面资料表明 ,核仁的 RNA ,即是核

糖体核糖核酸的前身 ,说明 RNA 主要在核仁中合

成[9 ]
. 线粒体普遍存在于真核生物的所有细胞中 ,是

细胞产生能量的重要构造 ,细胞内各项生化活动所

需能量大都由其提供 ,所以可视其为能量产生、储存

与能量供应的动力站. 线粒体中包含有与该过程有

关的许多酶系 ,如细胞色素酶系、琥珀酸脱氢酶系和

A TP 酶等. 内质网多分布于细胞的内质内 ,是在细

胞基质内由管状和泡状分枝构成的复杂网状系统.

内质网是以膜为界的囊泡、小管以及扁平的池. 膜表

面附有核糖体的内质网为粗面内质网 ,无核糖体的

称为滑面内质网. 粗面内质网上的核糖体具有分泌、

合成蛋白质的功能. 核糖体的形成及其附着于完整

的粗面内质网上 ,均为合成蛋白质的必要条件. 臭氧

对真皮细胞的损伤主要表现为细胞器的变化. 细胞

器中敏感部位是线粒体、细胞核和内质网. 臭氧处理

后线粒体空泡化严重 ,形成大的电子透明区 ;细胞内

内质网减少 ,小池扩张 ,并出现水肿 ,表面核糖体脱

落 ,细胞核内染色质固缩 ,核仁变形. 这些可以抑制

摇蚊幼虫体内蛋白质合成 ,也可能影响其核酸代谢.

对线粒体的破坏可导致其功能丧失 ,能量代谢受到

抑制. 内质网的严重破坏将造成机体合成和分泌蛋

白功能的降低. 所以这些细胞器的损坏会使摇蚊幼

虫机体供能减少 ,破坏了机体正常的遗传、代谢水

平 ,并最终导致其死亡.

臭氧对摇蚊幼虫肌纤维损伤的主要靶部位是线

粒体和细胞核. 线粒体的损伤 ,将导致 A TP 不能释

放能量 ,不能为肌原纤维提供能量 ,使肌肉失去正常

的运动功能. 试验中观察到用臭氧处理后的摇蚊幼

虫身体蜷曲、运动失调. 可见 ,摇蚊幼虫的运动失调

与臭氧对肌肉超微结构的毒理变化密切相关.

4 　结　论

(1)臭氧对摇蚊幼虫真皮细胞的损伤主要表现
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为线粒体、细胞核和内质网等细胞器的变化 ;对肌肉

损伤的主要靶部位是线粒体和细胞核. 这些细胞器

的损伤使摇蚊幼虫机体供能减少 ,破坏了正常的遗

传、代谢水平 ,导致摇蚊幼虫死亡.

(2)臭氧处理后的摇蚊幼虫表皮由于真皮细胞

结构被破坏导致板层结构消失 ,真皮细胞层与内表

皮层相分离. 真皮细胞核不规则 ,核内染色质固缩 ,

核仁变形 ;真皮细胞内线粒体空泡化严重 ,形成大的

电子透明区 ;细胞内内质网减少 ,小池扩张 ,并出现

水肿 ,表面核糖体脱落 ;脂滴有空泡化现象. 臭氧处

理后肌原纤维无明显变化 ;肌细胞核形状不规则 ,核

仁变形 ;肌细胞中线粒体破坏严重 ,双层膜变得模糊

不清 ,内嵴减少 ,空泡化严重.
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