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摘要 应用单细胞凝胶电泳技术和液相色谱2电化学检测法研究了典型环境污染物乙醛对脱氧核糖核酸⁄分子的损伤效应 

结果表明 乙醛不仅可诱导人外周血淋巴细胞 ⁄发生链断裂 还可引起 ⁄2⁄ ⁄2蛋白质交联 乙醛与小牛胸腺 ⁄

的体外作用较弱 但在铁离子介导下对 ⁄的氧化能力增强 可产生一定量的 2羟基脱氧鸟苷2加合物 动物实验表

明 乙醛诱导大鼠肺组织 ⁄氧化损伤生成 2 提示乙醛具有潜在遗传毒性 可能与引起 ⁄交联及氧化有关 
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  乙醛是重要的化学工业原料 在生产和使用中

常造成职业接触≈ 同时 由于吸烟及燃料燃烧等

也使之成为一种普遍的室内空气污染物≈ 给人们

的健康带来危害 乙醛还是乙醇在体内代谢的中间

产物 其一般毒性主要表现为眼和上呼吸道刺激症

状 但更主要的是其具有致畸性≈ ∗  !致癌性≈ ∗ 

和潜在的致癌性 被国际癌症研究中心  ≤列为

组 即动物实验证据充分而流行病学证据有限或

流行病学证据有限但动物实验证据不足的可能致癌

物≈ 本文应用单细胞凝胶电泳和液相色谱2电化学

检测技术首次同时检测乙醛诱导人外周血淋巴细胞

⁄的断裂 !交联 !⁄2蛋白质的交联 以及核酸

氧化损伤标志物 2  探讨乙醛对 ⁄ 造成的

损伤作用等遗传毒性和损伤发生的化学机制 

1  材料与方法

111  试剂

小牛胸腺 ⁄ !核酸酶 ° !∞≤碱性磷酸

酶 !2 标准品均购自于 ≥   公司 正常熔

点琼脂糖  低熔点琼脂糖  溴化乙锭

∞购于 °公司 甲醇为国产色谱纯 其他

试剂均为国产分析纯 

1 2  仪器

可调式电泳仪电流  ∗  电压  ∗

∂ 中国科学院上海生物研究所 显微摄影设

备  ∏ 荧 光 显 微 镜 高 分 辨 率   × ∂2

∞÷ 黑白摄像头 ∂ ≤ 录象机 录象带 图象

分析系统计算机 °∏     √2

 ×√ ∏灰度分析软件 高压液相色谱仪 

配 电化学检测器 Λ≤柱 1 ≅

 电化学检测器工作电极为玻璃碳电极 参

比电极为饱和甘汞电极美国 • 公司 紫外2

可见全扫描分光光度计中国香港天美公司 台式

高速离心机上海安亭公司 

1 3  方法

1 3 1  乙醛诱导人外周血淋巴细胞 ⁄ 损伤2链
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断裂 !交联及 ⁄2蛋白质交联的检测≈ ∗ 

人外周血淋巴细胞的制备  用常规淋巴细

胞分离法分离健康成人男性静脉血 最后获得

浓度为 的淋巴细胞悬液 

细胞染毒  取淋巴细胞悬液 Λ加入不

同量的乙醛 以  °   调整总反应体积为

Λ乙醛的终浓度分别为  !1 !1 !

1和 1 将反应管置于  ε 恒温

水浴锅孵育 取出进行胎盘蓝染色 计算细胞

存活率大于   

单细胞凝胶电泳  在磨砂载玻片上铺

1 正常融点琼脂糖 Λ作为第 层 第 层

为   低融点琼脂糖与等量的细胞悬液的混合液

Λ第 层为 1 低融点琼脂糖 Λ每一

浓度制备 组凝胶 其中第 组用于分析乙醛引起

细胞的 ⁄断裂损伤 第 组分析乙醛引起 ⁄2

蛋白质交联 将凝胶板放置于含有细胞裂解液

1 ≤  ∞⁄×    ×2

   ≥∏≥  ⁄ ≥ 

×2≤  1的大培养皿中 进行细胞裂解 

裂解 裂解后用冷去离子水冲洗 以免凝胶脱落 

直至摸上去无滑腻感为止 将其中一组凝胶板放于

电泳槽内 内盛新鲜配制的电泳液 

∞⁄×       先静置

以实现 ⁄ 碱解旋 之后电泳 电流

 将凝胶板取出 用 ×2≤1×2

≤  1中和至中性 取出胶板放无水乙醇

中 进行固定 时间为 固定好的凝胶板放入

湿润的瓷盘内 置于冰箱 保存待分析 另一组凝胶

板先放入碱性电泳液中碱解旋 再用 ×2≤

缓冲液中和至中性 取出凝胶板 在其上滴加 Λ

含蛋白酶 的细胞裂解液 1 ≤

 ∞⁄×      ⁄ ≥ 

蛋白酶  置于  ε 温箱中孵育 再置于碱

性电泳液中电泳  电流强度 之后用

×2≤缓冲液反复中和至中性 再用无水乙醇固

定 以备分析 ⁄2蛋白质交联 分析时 首先将凝

胶湿化 再加入溴化乙锭 ΛΛ染色

最后用去离子水反复冲洗 上述过程均在

 ε 避光条件下进行 

为进一步确定 ⁄2蛋白质交联的形成 加入

高浓度的蛋白酶 到凝胶上以去除与 ⁄交联着

的蛋白质 通过与不加蛋白酶 的凝胶比较 从而

确定这种交联对 ⁄迁移率的影响 

显微摄影  将单细胞电泳的荧光图象用高

分辨率的黑白 ≤≤⁄摄像头  × ÷2∞÷拍摄 

∂ ≤录象机录制 显微镜物镜  ≅ 目镜 1 ≅ 激

发波长  ∗  探测波长 ∴ 

图象分析  用 √ × ∂ 捕捉卡将录

像带上的细胞电泳图象输入计算机中  ≅ 真

彩色位分辨率像素 分别分析图象总灰度和尾

部灰度 计算出尾部灰度占总灰度的百分比 在

1剪贴板上用鼠标标定出细胞电泳的

完整图象 将背景填充为黑色 然后用灰度分析软件

分析其灰度 以灰度值表示其中 ⁄ 总含量 再用

鼠标标记出细胞电泳图象的头部 将其删除 分析剩

余部分的灰度 用此灰度值表示尾部 ⁄ 含量 以

尾部灰度值总灰度值代表泳出 ⁄ 的百分含量 

如图 所示 ⁄ 损伤程度表示为 ⁄ 损伤相

对单位 染毒后细胞泳出 ⁄ 百分含量 未染

毒细胞泳出 ⁄百分含量 

1 3 2  乙醛对 ⁄损伤形成 2 的体外检测

图 1  彗星图象数据的定量处理

ƒ  ±∏√
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  在体外模拟条件下 浓度为 1乙醛

与 Λ小牛胸腺 ⁄  ε 下温浴 考虑金属

离子的介导作用 以 1 ƒ 掺入反应 设

立相应对照 ⁄沉淀 !定量 !酶解以及 2 的

分析检测参见文献≈ 其中 由于 2 的含量

较低 用 个 中所含 2 个数来表示 

11313  动物实验

• 大鼠 只 随机分为 组 每组 只 分

别为空白对照 依据急性 !慢性毒性实验和动物外推

剂量设定低剂量组 1Λ 高剂量组

1Λ 经乌拉坦麻醉后 用乙醛气管灌注

染毒 后处死 提取肺组织 ⁄ 紫外定量后酶

切 应用 °≤2∞≤ 分析形成的 2羟基脱氧鸟

苷≈ 

2  结果与讨论

211  乙醛引起的 ⁄断裂与交联损伤

不同浓度的乙醛与人外周血淋巴细胞作用后其

彗星细胞尾部灰度与总灰度分析结果见表  当乙

醛浓度为 1时 彗星细胞尾部灰度与

整个细胞总灰度比值最高 此时 ⁄ 断裂损伤最

为严重 造成 ⁄ 片段泳出增加 此后 随乙醛浓

度增加灰度比值减低 此时 ⁄ 发生交联 抑制

⁄片段泳出 使彗星细胞尾部所占比例减少 当

加入蛋白酶 后 随乙醛剂量增加灰度比值增加 

具有剂量效应关系 该结果表明乙醛可引起人外周

血淋巴细胞发生 ⁄2蛋白质交联 

表 1  乙醛染毒后彗星细胞 ∆ΝΑ泳出灰度比

×     

∏∏

乙醛浓度

# 

彗星细胞 ⁄咏出灰度比 

不加蛋白酶  滴加蛋白酶 

     ?     ?  

    ?     ?  

    ?     ?  

    ?     ?  

    ?     ?  

   ν     同甲醛浓度为 的对照组相比较 π  1 

不同浓度的乙醛对人外周血淋巴细胞 ⁄ 的

损伤情况分别见表  可见 当乙醛浓度为

1时 引起人外周血淋巴细胞 ⁄ 断

裂损伤最大 加入蛋白酶 后 随乙醛剂量增加 引

起 ⁄2蛋白质交联损伤逐渐增大 

2 2  体外模拟条件下乙醛对 ⁄的氧化损伤

体外模拟条件下 乙醛与 ⁄ 作用后 ⁄ 中

2 生成量的结果见表  实验表明 乙醛单独

染毒 ⁄后 2 生成量比空白值略高 说明在

体外对 ⁄只造成弱的氧化损伤 但在 ƒ 介导

下 使 ⁄中 2 水平显著升高 大于乙醛和

ƒ 单独作用之和 

表 2  乙醛染毒后细胞损伤情况

×     

⁄ ∏∏

乙醛浓度

# 

细胞 ⁄损伤率 

不加蛋白酶  滴加蛋白酶 

      

     

     

     

    

   ν  

表 3  乙醛单独及与 Φε2 +联合与 ∆ΝΑ作用引起 82ΟΗδ Γ的生成)

×  × 2   ⁄ ∏∏ 

 ƒ 

实验组 2 含量个

⁄空白对照组  ? 

乙醛实验组  ? 

ƒ 实验组  ? 

乙醛  ƒ 实验组  ? 

   ν    同空白对照组比较 π  1  同其它 个实验

组比较 π  1 

213  乙醛对大鼠肺组织氧化损伤及标志物2 

的检测

乙醛染毒后 检测其诱导大鼠肺组织 ⁄ 氧

化损伤形成 2  结果分别为 空白对照组 

 ? 个 低剂量组  ? 个 高剂量组  ?

个 实验表明 乙醛诱导的 2  个实验组

两两相比未见显著性差异 π  1 前面实验结

果表明乙醛具有较为明确的遗传毒性效应 但在体

内诱导生成的 2羟基脱氧鸟苷与空白相比未见差

异 说明体内代谢条件下对核酸毒性效应是通过其

它途径实现的 

3  讨论

应用单细胞凝胶电泳技术 通过体外离体实验

观察了典型污染物乙醛对人外周血淋巴细胞 ⁄

的损伤作用 结果表明乙醛引起细胞 ⁄ 的损伤

方式与浓度有一定关系 在低浓度时表现断裂 而在

高浓度时则以交联作用为主 并且存在 ⁄2⁄

交联和 ⁄2蛋白质交联 种形式 乙醛是醛类化

合物中结构简单的小分子 其毒性效应的一个重要
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方面是源于它的羰基的亲电性和较小的空间位阻 

使其易于与核酸及蛋白质发生交联2亲电加合反应 

同时乙醛还是广义上的自由基 本身及代谢过

程中均能够产生自由基 进攻核酸产生断裂及形成

2  检测鸟苷加合物实验研究表明 乙醛在体

外对 ⁄只造成弱的氧化损伤 但在 ƒ 介导下 

使 ⁄中 2 水平显著升高 并且大于乙醛和

ƒ 单独作用之和 因此认为 作为一种自由基及

弱的氧化剂 乙醛在试管反应中发生了类似 ƒ

反应的化学过程 作用类似于  但介导# 能

力较之弱得多 其可能的反应历程如下 

引发阶段 

ƒ   ≤ ≤     

ƒ   ≤ ≤  #  #     

增长阶段 

≤ ≤  #  #  ≤ ≤   #  

≤ ≤   # ≤ ≤    # 

终止阶段 

#   ƒ  ƒ     

综上给出乙醛对核酸造成损伤的各种可能模式

图  

图 2  乙醛对 ∆ΝΑ各种可能的损伤模式

ƒ  ⁄ ⁄ 
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