
年 月 ∞∂    ∞× ≥≤∞≤∞ ≥

蛋白质加合物作为分子生物标志物的分析研究
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摘要为了探索研究用人的静脉血中蛋白质2环氧苯乙烯加合物作为人接触苯乙烯的分子生物标志物的可行性用改进的  2

方法分析测定蛋白质2环氧苯乙烯加合物Λ 收集大白鼠鲜血与环氧苯乙烯体外反应的加合物样品用定量苯乙烯环氧苯乙

烯染毒的大白鼠血样品和 个现场接触苯乙烯的工人静脉血石棉厂钢琴厂样品测所有样品里的蛋白质加合物Λ 结果表明

体外反应样品所测的蛋白质2环氧苯乙烯加合物与环氧苯乙烯剂量有较好的相关性动物实验样品所测的蛋白质加合物分别

与注射环氧苯乙烯苯乙烯剂量呈较好的相关性现场人群的样品所测石棉厂的人群血中蛋白质加合物与接触苯乙烯剂量有

一定的相关性而钢琴厂的人群血样中所测的蛋白质加合物与接触苯乙烯剂量相关性不明显Λ 根据蛋白质2环氧苯乙烯加合物

与剂量的关系初步确认用血红蛋白中的半胱氨酸2环氧苯乙烯加合物作为人接触苯乙烯的分子标志物有可行性Λ 同时为用蛋

白质2环氧苯乙烯加合物作为人接触低浓度苯乙烯的分子生物标志物提供可靠的现场实验数据Λ
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  ⁄ 加合物作为人接触有毒物的分子生物标志

物是当今国内外相关领域的研究热点≈Λ 到目前为

止对人群体研究无论是化合物种类还是现场都是有

限的仅有对环氧乙烷环氧丙烷三硝基甲苯等几种

化合物的研究报道≈Λ已经研究证明毒性不大的苯乙

烯经氧化代谢所形成的环氧苯乙烯 ¬

≥ 有致突致癌作用≈因为它能与 ⁄ 蛋白质形

成加合物且与剂量有相关性≈Λ≤∏ 等

用改进的 ∞ 方法测玻璃钢厂工人静脉血中血红

蛋白  2≥ 加合物测 2末端缬氨酸

加合物与接触苯乙烯浓度有相关性≈而  ≠ 等

用  2方法分析测定船厂工人静脉血中  2≥ 加

合物测半胱氨酸加合物与接触苯乙烯浓度相关性不

明显≈Λ本文选择人接触低浓度苯乙烯的现场用改进

的  2分析方法分析测定生物样品里的蛋白质2≥

加合物结果在一个现场的人群血中测出  2≥ 加合

物与接触低浓度的苯乙烯有较好的相关性为探讨用

蛋白质2≥ 加合物作为人接触低浓度苯乙烯的分子生

物标志物提供可靠的依据Λ

1  实验

111  材料与仪器

化学品苯乙烯 环氧苯乙烯 2苯



基丙醇°°甲氧基芴 2 2 水

含量保存2溴丁二酰亚胺≥2甲基苯乙烯2

甲基苯乙醇 2 22°∞吡啶 无水五氟苯酰氯

°ƒ2酰氯等购于  公司人的血红蛋白蛋白

质辅酶 ÷ ∂ 透析膜内径  购置于 ≥公司

其他常用的化学药品购于北京化学试剂公司Λ

仪器气相色谱≤  °色谱质谱联用仪

≤ ≥ °高速离心机普通离

心机紫外可见分光光度计真空干燥箱恒温水浴等

为国产Λ

112  实验方法

11211 部分化学品及标样的合成与纯化

2甲基环氧苯乙烯 2≥  用 2甲基苯乙

烯和 ≥ 反应分离后用   处理有机层反应 

后的有机层经干燥净化淋洗浓缩得到  2≥ 制

备的详细过程见参考文献≈Λ

2甲基环氧苯乙烯蛋白质加合物 2≥ 2 

 ≥ 2    的 蛋 白 质    2白 蛋 白2

 ∏与  2≥ 在 ε 下培养 经过净化的蛋

白质产物用含盐酸的冷丙酮沉淀分离后的固体干燥

至恒重加合物的鉴定方法及制备过程参考文献≈Λ

蛋白质加合物标样  ≥ 2 ≥ 2 是

⁄ ≤ ≤  ≥ 提供Λ

11212 蛋白质加合物样品的制备

体外反应样品的制备  1 ≥ 生理盐水溶

液加入到 1 新鲜的大鼠全血中使其最终的溶液

≥ 的浓度为Λε 反应

液经提取净化得到相应的含有加合物的蛋白质样品Λ

动物实验样品的制备 苯乙烯和 ≥ 分别注射

到 ≥⁄大鼠腹腔内计量分别为苯乙烯是 11

1体重≥ 为 111体

重后用肝素处理过的注射器从大鼠的心脏取血Λ

现场人群血样的采取  选择石棉厂玻璃钢器

件制造车间 位钢琴厂喷漆车间 位职业接触苯

乙烯的工人为检测对象Λ 首先测定每人接触苯乙烯浓

度采样时间是工作班 用解析气相色谱法×

2分析苯乙烯浓度详细过程参照文献≈

然后采集人的静脉血  于带有肝素抗凝剂的  

的试管中Λ

蛋白质的分离与纯化 采集全血样品在 之

内离心分离出血浆白血球和红血球Λ 从红血球中提

取  的过程是用采用高速离心ε 

经透析后的  与冷的酸性丙酮反应离心分

离出球蛋白经淋洗干燥备用Λ 血浆中提取  的过程

是在血浆中加入饱和的氯化氨高速离心后加醋酸氨

再离心得白蛋白经透析冰冻干燥后备分析蛋白质

分离纯化的详细过程参考文献≈Λ

11213 用  2过程分析蛋白质2≥ 加合物

蛋白质样品的水解 蛋白质样品和 Λ

 2≥ 2 标样溶于  的水中加 Λ的标样 2

≥ 2 加   1 × 2 ≤   1加

Λ的蛋白质辅酶 ÷ ∂ 混合后 ε 反应 冷却后

用 ≅  乙醚预提取离心分离收集水层Λ

 2 2催化还原反应 在上述

水溶液中加 Λ的苯丙醇22°°

加 的  2ε 振荡 Λ 用乙醚提取分离

干燥Λ

衍生化反应 上述样品中加入  的正己烷

加 Λ砒啶1Λ的五氟苯酰氯衍生物∏2

°ƒε 进行反应 冷却后

用 1 的甲醇水溶液洗涤分离后的正己烷层用 

干燥到样品体积大约为 ΛΛ

≤ ≥ 分析  用负离子化学源的 ≤ ≥

 °2 仪器分析石英毛细管柱长  内径

1 Λ 厚度的 ⁄2融熔管柱程序温度如下

初温 ε 保持 ε  的速度升到 ε 保

持 再以 ε  的速度升到终温 ε 保持

离子源的温度是 ε Λ非分流进样进样

温度 ε ≤ 的反应气体为甲烷载气为氦气在

ΜΖ  2°∞2°ƒ  ΜΖ  2°∞2°ƒ 22

°∞ΜΖ  22°∞2°ƒ2°°2°ƒ进行选择性

的离子监测峰面积定量加合物衍生物的保留时间

为2°∞2°ƒ°∞苯乙醇 1

2°∞2°ƒ 122°∞2°ƒ 1 2

2°∞2°ƒ 12°°2°ƒ 1Λ

2  结果与讨论

211  体外反应样品中蛋白质加合物分析结果

血红蛋白 2≥ 加合物的分析  按上述分

析方法用 Λ的 ≥ 和大鼠的鲜血体外反应

同时测定样品中 种不同的血红蛋白加合物它们是

半胱氨酸2≥ 的加合物2°∞2°∞羧酸2≥ 加合物

≥图 图 给出 种加合物的质谱分析结果Λ

蛋白质2≥ 加合物与剂量的相关性  不同的

≥ 浓度和新鲜大鼠血进行体外反应种蛋白质加合

物的分析结果如图 所示Λ 从图 结果可以看出在实

验浓度范围内加合物  2≥  2≥ 与反应物 ≥ 的

剂量有较好的相关性形成加合物的量是 2°∞ 2°∞

 ≥Λ

期                 环  境  科  学                   



图   2≥ 体外反应加合物的质谱图水解后

ƒ ≤ ≥∞≥ 2 ∏ √

图   2≥ 体外反应加合物的质谱图 2催化后

ƒ ≤ ≥∞≥ 2 ∏ 2

 √

  蛋白质2≥ 加合物的检测限  用人的血红蛋

白商品按上述方法测定加合物的检测限分别

为≥ 是 2°∞ 是 2°∞ 是

1Λ 方法的精密度实验是采用 次实验

测得的变更系数为  Λ 由此可以看出分析方法有高

的灵敏度好的重现性Λ

212  动物实验样品中蛋白质加合物的分析结果

图  大鼠血与 ≥ 体外反应蛋白质2

≥ 加合物与 ≥ 剂量关系

ƒ °2≥ ∏  ≥

 √

  将定量的苯乙烯和 ≥ 分别注射大白鼠的腹腔内

测血中蛋白质2≥ 种加合物≥2°∞2°∞结果见

图 图 Λ

图  大鼠血中蛋白质2≥ 加合物与 ≥ 剂量的关系

ƒ °2≥ ∏  ≥

 √√

图  大鼠血中蛋白质2≥ 加合物与苯乙烯剂量的关系

ƒ °2≥ ∏  

 √√

 环  境  科  学 卷



  从图 图 可以比较明显的看出无论苯乙烯还

是环氧苯乙烯与蛋白质形成的蛋白质2≥ 加合物与所

注入的剂量有较好的相关性而且 2°∞ 2°∞ ≥

对比图 有类似的结果说明蛋白质中半胱氨酸与 ≥

的加合能力优于羧酸而 ≥ 形成加合物的能力是 Α位

2°∞优于 Β位2°∞Λ

213  现场职业接触苯乙烯人群静脉血中蛋白质2≥

加合物检测结果

石棉厂职业接触苯乙烯人群静脉血中蛋白质2

≥ 加合物检测结果  ≠ 个体接触苯乙烯的浓度见表

Λ  人群血中蛋白质2≥ 加合物 2≥  2≥ 分

析测定结果加合物的质谱分析加合物与剂量的关系

见表 和图 Λ

表 1  石棉厂采样现状与个体接触苯乙烯

浓度1# 
 

Ταβλε 1  Εξποσεδ χονχεντρατιον οφ στψρενε οξιδε

编号 姓别
年龄

岁

工龄



吸烟史



苯乙烯浓度

第 次 第 次 平均值

 女   1 1 1
 女   1 1 1
 女   1 1 1
 女   1 1 1
 男  月  1 1 1
 男    1 1 1
 男   1 1 1
 女   1 1 1
 男    1 1 1
 男    1 1 1
 男   戒  1 1 1

被采样 位工人的工种是人工制造玻璃钢零件班上 

取样采血 Λ

表 2 人血中蛋白质−ΣΟ 加合物石棉厂# 
 

Ταβλε 2  Προτειν−ΣΟ αδδυχτδσ ιν ηυµ αν εξποσεδ

το στψρενε

编号

苯乙烯

浓度

#   

加合物 

2°∞



加合物 

2°∞



加合物 

2°∞

 

加合物 

2°∞

 

 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1

次平均值  2≥ 加合物  2≥ 加合物

  从图 !图 及表 看出所测加合物中 2≥ 加

合物略大于  2≥ 加合物无论在  还是  中加

合物 2°∞ 2°∞而且 2°∞ 的量都很少Λ 在  2≥

加合物中的2°∞与接触的苯乙烯浓度有较好的相关

性图 线性相关 ψ 1ξ  1ρ 1

ν  若以 人为组除编号 线性相关为 ψ

1ξ  1ρ 1ν 其编号 ∗ 取

样时在一线工作接触浓度相对较高所测 2°∞ 加合

物也多而编号 工作时间短取样当时不在一线工作

所测浓度低加合物偏高原因待查Λ

总之从图 的 组数据明显看出加合物 2°∞ 与

接触苯乙烯浓度有较好的相关性Λ其他的几组数据如

 中的 2°∞ 中的 2°∞2°∞ 中加合物与剂量的

相关性不明显Λ 应指出在人血样品中只测半胱氨酸加

合物2°∞2°∞没测 ≥ 加合物原因是在体外和

动物实验样品中所则的 ≥ 加合物量很少在人群样品

中的意义不大Λ

钢琴厂职业接触苯乙烯人群静脉血中蛋白质2

≥ 加合物检测结果 ≠ 钢琴厂 位职业接触苯乙烯

工人个体接触苯乙烯浓度见表 Λ  人群血中蛋白质2

≥ 加合物分析测定结果用上述同样的分析过程分析

测定钢琴厂所选人群人静脉血中蛋白质2≥ 加合

物 2≥  2≥ 结果见表 加合物与剂量的关系

见图 Λ

表 3  钢琴厂采样现状与个体接触苯乙烯

浓度1# 
 

Ταβλε 3  Εξποσεδ χονχεντρατιον οφ στψρενε οξιδε

编号 姓别
年龄

岁

工龄



吸烟史



苯乙烯浓度

第 次 第 次 平均

 女   1 1 1
 男    1 1 1
 女   1 1 1
 女   1 1 1
 男  1  1 1 1
 男   1 1 1
 女   1 1 1
 女  1 1 1
 男    1 1 1
 男   1 1 1

工种是油漆刷漆喷漆配漆等Λ 班上 取样采血  Λ

  从表 和图 的结果初步可以看出在接触苯

乙烯的工人静脉血中所测的血红蛋白加合物与剂量其

中一组有微弱的相关性2°∞其它几组数据如  

的 2°∞ 中的 2°∞2°∞ 与剂量相关不明显种

加合物同样是 2°∞ 2°∞Λ

3  小结

用  2方法测蛋白质与环氧苯乙烯加合物

的分析方法是灵敏的如 2°∞ 是 1°能同

时分析测定蛋白质与 ≥ 体外反应Λ动物实验样品中 

种不同的蛋白质2≥ 加合物同等反应条件所形成的

加合物含量是2°∞ 2°∞ ≥Λ分析方法灵敏度高

期                 环  境  科  学                   



图  人血样中蛋白质2≥ 加合物的质谱图石棉厂

ƒ ≤ ≥ 2≥  ∏ ¬ 

图  人血  2≥ 加合物与剂量的相关性石棉厂

ƒ  2≥ ∏ ∏ ¬ 

图  人血蛋白质2≥ 加合物与剂量的关系石棉厂

ƒ °2≥ ∏ ∏ ¬ 

重现性较好样品容易获得Λ

  各种生物样品中的血红蛋白加合物与接触剂

量有较好的相关性Λ 体外反应样品中 2≥  2≥

加合物≥2°∞2°∞与 ≥ 剂量在实验剂量范围内

成线性相关Λ 动物实验样品中相同的  2≥  2≥

加合物与≥ 苯乙烯在实验剂量范围内成线性相关Λ

在 个接触苯乙烯的人群实验中所测蛋白质加合物

与剂量有不同的结果在石棉厂的人群中所测的  2

≥ 加合物中的 2°∞ 与接触苯乙烯剂量有很好的相关

性 2≥ 加合物中的 2°∞也有微弱的相关性而 2

°∞ 加合物看不出有明显的相关性Λ在钢琴厂的人群实

验中所测的 2≥ 加合物中的2°∞与苯乙烯有微

 环  境  科  学 卷



表 4  人血中蛋白质−ΣΟ 加合物钢琴厂

Ηβ−ΣΟΑβ−ΣΟ# 
 

Ταβλε 4  Προτειν−ΣΟ αδδυχτδσ ιν ηυµ αν εξποσεδ

το στψρενε

编号

苯乙烯

浓度

#   

加合物

2°∞

 

加合物

2°∞

 

加合物

2°∞

 

加合物

2°∞

 

 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1

二次平均值  2≥ 加合物  2≥ 加合物Λ

弱的相关性而其它的  2≥ 加合物中的 2°∞ 2

≥ 加合物中的 2°∞2°∞ 看不出明显的相关性Λ总之

从所测的各种蛋白质加合物与剂量的关系可以初步

看出用血红蛋白中半胱氨酸与 ≥ 形成的加合物 2°∞

与剂量有较好的相关性因此试验用 2°∞ 作为人接触

苯乙烯的分子标志物有可行性Λ

首次报道在低浓度接触苯乙烯小于 


现场人群的静脉血中测的血红蛋白2≥ 加合物与

接触的苯乙烯剂量有好的相关性这一结果为研究用

 2≥ 加合物作为人接触低浓度苯乙烯的分子标志物

提供可靠的实验数据Λ

  在本研究所选的 个现场人群中测的蛋白质2

≥ 加合物的量加合物与剂量的关系等有一定的差

别因为受选择的现场数少每个现场所选择的人群较

少每个样品的取样次数和分析次数等限制所以所测

图  人的血红蛋白2≥ 加合物与苯乙烯浓度的关系钢琴厂

ƒ  ∏2≥   ¬ 

图  人白蛋白2≥ 加合物与苯乙烯浓度关系钢琴厂

ƒ  ∏ ∏2≥   ¬

 

现场人群样品的数据还不能进行统计计算Λ总之蛋白

质加合物分析方法的改进分析结果差异原因的探讨

如现场与现场人与人实验室与实验室不同的分析

方法之间动物实验结果如何应用人体分析结果的统

计学意义等诸多问题都是研究蛋白质加合物作为人接

触有毒物分子生物标志物应进一步深入探讨的问题Λ
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