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温度较低
,

水滴的蒸发可能进一步降低燃烧

室温度
,

而影响充分的燃烧

由于柴油发动机内非均相 燃 烧 的 复 杂

性
,

所以尚无多环芳烃甚至颗粒物形成的定

量模型 ’, 认为燃料烃在热解
、

脱氢

过程中产生的自由基可形成聚合体
,

即所谓

苯并 花或其他多环芳烃的 自由 基聚 合

模型 , 已相 当广泛地被接受
,

但 是

的试验是在氮气中进行的
,

最近 等仁

的报告指出 多环芳烃短时间 例 秒钟 且

在 ℃ 以上的高温下与空气接触即能几近

全部热解
,

对燃烧室有关因素的进一步基础

研究将可能阐明不同条件下 排 放 的

内在规律

试验表明直喷式燃烧室型柴油机使用掺

水柴油可以节省油料
〔, , , 例  型柴油机

可节油 一 外
,

型柴油机在高负载

时节油量略低于 斗一 外
,

而涡流式燃烧 室

柴油机例 斗 则未能收到节油的效果 简

言之
,

在某些柴油机上使用掺水柴油是一项

节能减污的好措施

科 学 卷 期

恒等同志协助文稿整理
,

乳化油系声学所林

仲茂小组提供
,

功率测定系北京农机学院有

关室组协助进行 特此一并致谢
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氟化物与多氯联苯联合的酶效应

王 英 彦 汤 大 友
(北京市环境保护科学研究所)

动植物细胞遗传学的离体实验证明
,

氟

化物具有致突变活性[l,
2] . 哺乳动物的整 体

实验证明
,

在体内不具有致突变活性
【31 ,

氟化

物在体内外的致突变性实验结果互 相 矛 盾
.

在与强的致突变型致癌物的联合实验中
,

培

养人体细胞实验证明
,

对乙烯亚胺类物质诱

发染色体畸变有抑制作用
,

氟化物显示与其

单独染毒时不同的生物行为
,

表现非常显著

的拮抗作用
.

化学致癌物除少数为直接型外
,

如 N
一

甲

基
一
N
一

硝基
一
N
一亚硝基服 (M N N G )

,

大多数

是间接型前致癌物
,

在有机体内需要酶促激

活成为亲电子的
“
近似致癌物

”.

再经几个阶

段代谢
,

进一步激活形成
“

终末致癌物
”. 与
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此同时
,

前致癌物和近似致癌物却经受反向

的酶促代谢失活形成解毒产物
.
在正常的有

机体功能状态下
,

双向的酶促反应平衡
,

不诱

发肿瘤
.
但是

,

一旦平衡反应倾向激活时
,

将

生成中间代谢平衡形式
,

与细胞中生物大分

子 D N A 结合
,

进人肿瘤的启动阶段
,

致癌

基因开始活跃
.
因此

,

氟化物抑制致突变性

或致癌性的作用
,

除凭借 H oll
a
nd [41 氟化物

细胞毒性研究中有关影响细胞通透性的实验

结果
,

阐释阻碍活化型致癌物达到并作用于

靶系统外
,

首先需要考虑的是对诱导酶平衡

休系的影响
,

即激活与失活的动态平衡中氟

化物的作用
.
目前关于二种或以上致癌物在

联合酶学实验中彼此拮抗抑制的报道愈益多

见[5,
‘, . 鉴此

,

本文选择与多氯联苯作联合实

验
,

以观察在诱导混合功能氧化酶 (M FO )过

程中氟化物的酶学行为
,

为分析联合的细胞

遗传学效应实验中发生抑制作用的原因提供

新的酶学资料
.

一
、

材料 和方 法

(一) 仪器

聚四氟乙烯杆玻璃匀浆器 T ho m
as.

高速离心机 (H l
一
S p I N

一
2 1

) M
s E

.

微量可调吸液管 T ustor , 1 0 一1000拜1
.

恒温振荡水浴 自制 120 次/m in.

荧光分光光度计 (M p F
一
4
)

H i
t a c

b i
.

( 二) 试荆

多 氯 联 苯 (A roclor 1 254) A n a一ab s
,

U S A

。

玉米油 精制品
,

北京长城联合企业
.

橄榄油 化学纯
,

北京化工厂
,

氟化钠 分析纯
,

北京化工厂
.

氯化钾等渗溶液 1
.
15 多

,

含 , m m ol 乙

二胺四乙酸 (E D T A )
.

三经甲基氨基甲烷 (T
ris) Serva , P

.

A

. ,

配制以下两种溶液 :

T ris一 H e l 缓冲液
#1 0

.
075m ol

,

含3m m
ol

氯化镁
,

p H 7

.

4.

科 学
。

19

·

T
r
i
s 一

H C I 缓冲液
称2 o

.
0 5 m

o l
,

含 0
.
25

m ol 蔗糖
,

和 5
.
4 m m ol E D T A

.

还原型辅酶 11 (N A D p H
·

N

a 盐) B o-

ehing er
.

6一磷酸葡萄糖 (G
一 6

一
p
)

B
o e

h i
n
g
e r

.

苯并龙 (B
aP ) A m es 教授赠

.
配为 2

m m ol 丙酮溶液 (soom g/l)
.

连二亚硫酸钠 (保险粉) 上海硫酸厂
。

一氧化碳 北京分析仪器厂
.

丙酮 分析纯
,

北京化工厂
.

己烷 分析纯
,

北京化工厂
。

硫酸喳琳 Boehinger
.

(三) 实验动物

大白鼠
,

W
i
s t a r 种

,
7 0 一809/只

,

中国

医学科学院动物饲养中心供应
.

(四) 民分部制备

1
.
动物诱导 大鼠驯养 3天后

,

分成四

组
,

每组 3 只: ( l) A
ro elor 12 54 油剂组

,

腹

腔注射
,

剂量为 50 om g/kg 体重
.
(2) 氟化钠

水溶液组
, 口腔灌注

,

剂量为 16m g /kg 体重
.

(3 )联合投药组
,

以上两种药物平行给药
.
(4)

橄榄油
,

玉米油
,

双蒸水等空白对照组
,

和加

人氟化钠 (16 m g/k g 体重)油剂组
.
以上各

组均诱导 5天
,

处理前 12 小时断食
,

供饮水
.

2
.
试样制备 大鼠直接断头

.
剖腹迅速

取出肝脏
,

放人盛冷冻氯化钾溶液的小烧杯

(预重)中
,

将组织剪碎
,

洗涤三次
,

再用 T ris

#2 液洗二次
,

按称重所得肝重
,

以 1:3 (重量

比 )加人 T xis
# 2 液

,

倾人匀浆器内
,

上下匀

浆 s 次
.
匀 浆 于 9000 x g 下离心 15m in ,

用滤纸片撇去表面油脂
.
取线粒体后上清液

(s
,
分部)分装待用

.
一20 ℃ 或 一70 ℃ 冰箱

中保存
.

(五 ) 各项测定

L 蛋 白质测定 Lo w ry 法切
.

2
.
细胞色素 R , 测定 Es tab

roo k 改进

法
￡8J ,

测定一氧化碳结合后的连二亚硫酸 钠

示差光谱
,

以排除血红蛋白的过多干扰
.

3
.
芳烃经化酶 (A H H ) 活性测定 N eb-
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ert一
G
e
l b

o
i
n 法【, ] .

取 1
0m
l具塞平底试管

,

按

下列顺序加人
.

( l) 反应混合液 o
.
65m l, 即 T ris 件 l 液

,

其中含 N A D p H o
.
sm m ol

,

G
一
6
一
P s m m

o
l
,

K
Q

0

.

1 5 m
o
l
,

M g 以
20
.
0 1m

mo
l. (2 ) S

,

分

部 0
.
2m l
.
(3) 双蒸水 0

.
14m l

.
(4 ) 40拌l 底

物丙酮溶液
,

含 Bap 80拌 m
o l ( s o

nm

o le )
.

以上最终体积为 1
.
0ml
.
37 ℃ 下振荡 30

m in 反应需氧
,

应暴露于空气
.
加人冷冻丙

酮
一

己烷 (1 :3. 25 体积比 )混合液
,

4

.

25 m l 终

止反应
.
37 ℃ 下振荡萃取 10 m in

.
取出有机

相液 l
.
om l, 以 3

.
om l lm ol 浓度氢氧化钠溶

液萃取 Zm in
.
用荧光分光光度计对所取的

下层碱液测定三径苯 花 (3(O H )BP)
,

其条

件是
:

E n er ge 型数字显示器

电压 7 80m V

灵敏度 0. 3 x 4

科 学 9 卷 1 期

两种油剂作酶诱导的溶剂时
,

两项指标均持

于低的水平
.

但是
,

当两种油剂各自加入 A
ro 。

l
o r 1 2 5 4

或氟化钠
一
A
r
oc

l
or

1 2 只 时
,

却显示一些 变

动
.
实验结果列于表 2

, ,
检验表明

,
A

r o
d or

1 2 5 4
一

橄榄油组与橄榄油组相比
,

在 P’* 比含

量上
,

两组间差 别 不 显 著 (P > 0. 0 , ) ; 在

A H H 酶活力上
,

两组间差别非常显著
.
氟

化钠
一
A

r
oc

l
or

1 2
54 橄榄油组与橄榄油组间

差别
,

在 P.
, 0 比含量上是显著 (p < 0

.
0 , )

,

在 A H H 酶活力上是非常显著 (P < 0. 0 1)
.

A ro d or 125 4一玉米油组与玉米油组相比
,

在

只。 比含量和 A H H 酶活力上差别均不显著

(p > 0
.
05); 而氟化钠

一
A

r o e
l
o r

1 2 5 斗玉米油

组与玉米油组相比
,

差别均显著 (P < 0. 05 )
。

表 i 橄揽油和玉米油诱导 P. , 比

含且和 A H H 酶活力的比较

—
一 指 一

标 一 1
橄瘫油}宝采丽{轰露采

激发波长

发射波长

394nm

515nm

狭缝

狭缝

每次测定前用 0
.
1 0 01 硫酸配制的硫酸

哇琳溶液校正荧光强度
,

以保持各次测值的

重现性
.
而后测定样品和空白对照管

.
采用

荧光强度/m g 蛋白质/h 为表示单位
。

平均 P。。

比含量

(
。二01/ m g 蛋白质)

土SE *

0 。

0 7

0
一

0 1

默
平均 A H H 酶活力

〔荧光强度了m g 蛋白质户)

土SE *

* 标准误
.

二
、

结 果 和 讨 论

(一) 油荆的选择

橄榄油和玉米油在诱导实验中是常用的

诱导剂的溶剂
. 7 , 1 2

一二 甲基 苯 并 (a)蕙诱

发大鼠乳腺瘤实验证明
,

不同的油剂对诱瘤

率的影响不同
,

例如两者的诱 瘤率 分 别为

87 和 98 务
,

橄榄油略低于玉米油
’习
.

为此
,

在以混合功能氧化酶系统酶活力为指标
,

观

察氟化物的诱导酶行为之前
,

对 以 上 的 两

种油剂的诱导活力有必要先行比较
,

以备择

用
.
表 1所列结果经

, 检验表明
,

在 P. , 比

含量和 A H H 酶活力上橄榄油组 和 玉 米 油

组
,

各自与双蒸水对照组
,

及两种油荆组之间

实验结果的差别均不显著 (P > 0. 05)
,

说明

根据上述的两点实验结果
,

本文选用橄

榄油作为溶剂
,

有益于实验现象的观察
.

(二) 抓化钠诱导混合功能氛化酶的 强

度

氟化钠水溶液组
,

其诱导的 P’, 比含量

和 A H H 酶活力的水平不高
.
与双蒸水

,

橄

榄油和玉米油等三个对照组比较
,

如表 3所

示
,

彼此相差不大 (p > 0
.
0 5)
.
与 A roezor

12 5斗油剂对照组比较
,

在 P’
,。

比含量上比橄

榄油组略低
,

而比玉米 油 组 约 低 3 倍; 在
AH H 酶活力上均低 3 倍左右

.
由此说明

,

氟

化钠本身诱导混合功能氧化酶的功能水平甚

低
,

在诱导酶系统激活和失活的动态平衡中

不发生多大的影响
,

即使有也是微弱的
.
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表 2 多氮联苯和氮化钠
一
多抓联笨在两种油荆中诱导活力的比较

A roel()r 1254 氟化钠 一
A

r o e
l
o r 1 2 5 4

指 标
橄榄油 玉米油 橄榄油 玉米油

平均 P 。。 比含量 (n m ol /二g 蛋 白质)

士 SE *

显著性水平 (t 检验 )

平均 A H H 酶活力(荧光强度 /m g 蛋白质/h )

士 SE *

显著性水平 (
t
检验)

: ::
}

:
:
:;

}
; :::

}
: ::;

一

0
3

P
>

0

.

0 5
P

>
0

。

0 5 P
<

0

。

0
5 P

<
0

.

0 ,

4
‘

4

全
0.4吕

4
。

4 5

1

。

1 3

{

,
·

, 6

0
一

2 4 1 0

.

7 2

P
<

0

。

0
1

P
>

0

。

0
5 P

<
0

。

0 1
P

<
0

.

0 5

*

标准误
.

表 3 氟化钠与双蒸水
、

橄视油
、

玉米油
、

多氮联笨之间诱导活力的比较

指 标
组化钠

水溶液
双蒸水

平均 Po . 比含量 (
n m ol / m g 蛋白质)

士S E *

}

0
。

0 5
0

。

0 1

平均 A H H 酶活力(荧光强度了m g 蛋白质了h)

土S E*

.
标准误

.

0
。

4 6 0

。

0 9

橄橄榄油油 玉米油油

000
。

0 777
0

。

3 333
0

。

7 222

000

。

0 111
0

。

0 333
0

。

1 999

表 4 报化钠对 A ro el or 1254 诱导的 P.
, 。

比含t 和 A H H 酶活力的影响

氟化钠剂量 ( m 盯kg 体重)
0 。

0
0

。

5 8

。

0 1 6
0

指标

平均 p。。

比含量 (
n m ol /m g 蛋 白质)

土 SE *

平均 A H H 酶活力(荧光强度/m g 蛋 白质l句

士S E *

0 。

1 1

0

。

0
1

0

。

2 0

0

。

0 , 刁
-不厂

一兰生}一上竺一
5.13
0。 9

3

000

。

8999

000

。

1
777

,
‘

, ,

}

” , 。

0
一

0 1 ! 0

。

1 4

、一一只乙口冉j

:

,j八U

.

标准误
.

(三 ) 报化钠和 A r时lor 125 4 的联合

作用

氟化钠
一
A

r
oc lo

r
1 2

54 橄榄油组的数值

和 A
rod 。: 1 2 5 4 橄榄油组的数值各自减去橄

榄油对照组的数值的差值列于表 4
,

显示 两

种化学物质联合染毒时混合功能氧化酶的效

应
,

即反映氟化钠对由 A roc lor 12 54 诱导剂

诱发该酶酶活力的影响
.
比较分析表明

,

在

凡50 比含量上
,

当氟化钠剂量增至 2
.
om g /k g

体重时
,

比含量上升
,

随后持于近似的水平;

在 A H H 酶活力上
,

当氟化钠剂量从 0. 0 增

至 0
.
5 m g/kg 体重时

,
A H H 酶活力从 3

.
65

增加到 5
.
13 荧光强度/m g 蛋白质/h

,

此后随

剂量的增加而平缓地下降
,

到氟化钠剂量为

16m g/kg 体重时
,

降低到 A roelo : 125 4 橄榄

油对照组的水平之下(图 1)
.
另外

,

当氟化

钠
一
A
r o e

l
o r

1 2 5 4 橄榄油 组 与 A ro。lo r 1 2 5 斗

橄榄油组相减时
,

差值很小
.
在 P. 50 比含量

,

其绝对值范 围 为 0
.
01 一0

.
09 6

nm ol /m g蛋 白

质
,

而在 A H H 酶活力
,

为 0
.
11 一 1

.
05 荧光强

度/m g 蛋 白质/b
,

两项指标的数值波动都很

狭
,

反映氟化钠在以上联合实验中对诱导酶
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0.0 0.5 2.0 4.0 8.0 16. 0
氟化钠(m g/ kg 体彭

圈 i 不 同剂量氟化钠在与 A r。, c z
o : 2 2 , 4

联合诱导实验中对 P4
, 。

比含量和 A H H 酶
活力的影响

程
.
另一方面反映氟化钠在整体动物发生的

遗传效应上
,

不论单独或联合的
,

都不影响混

合功能氧化酶
.
总之

,

氟化物的抗致突变或

抗癌性
,

通过改变诱导酶活力而发生抑制效

应的可能性不大
.

通过本实验室有关氟与强致癌物联合的

细胞遗传学
t10)和酶学的实验

,

初步提示欲进

一步了解氟化物的抗致突变性
,

或许先需从

膜毒理学研究着手
,

因为抗性效应可能发生

在作用物的运动阶段
,

更可能是在与膜发生

接触的过程中
.

�井、踢瓜淞灿日、侧暇采狱)

长奥谧国口代公斧�唱姐潮饰已\�o日u勺喇咖妇舅d匀玲

〔二〕 P’
, 。

比含量 田m 」A H H 酶活力 参 考 文 献

活力强度的作用不明显
.
总之

,

氟化钠在联

合酶学实验中对于 A roc lor 12 54 诱 导 活 力

不发生显著的抑制或增强作用
。

综上所述
,

氟化钠在单独和联合的实验

中对混合功能氧化酶活力都不发生明显的影

响
,

表明诱导能力低下
,

与氟化钠在整体动物

单独染毒时诱发微核强度低相一致 ; 而与在

联合染毒时显著地抑制强致癌物致微核活性

的现象不相一致
.
这一方面反映氟化钠既不

影响 A H H 酶系中任何中间环节
,

也不影响

激活(增毒)或失活 (解毒) 的整个酶作用过
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