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摘要:为了探讨外源性化合物暴露致内脏细胞 DNA氧化损伤程度的定量检测方法,尝试以 8-羟基脱氧鸟苷 ( 8-hydroxy-2c-deoxyguanos ine, 8-

OH dG)为分子生物标志物,以甲醛为模式外源性化合物,以丙二醛 (m alond ialdehyde, MDA )为参考指标,应用大鼠肝细胞悬液进行体外染毒实

验研究.同时,实验设置甲醛染毒的终浓度分别为 0、5、15、45Lm ol# L- 1,在大鼠肝细胞悬液染毒 1h后,分别测量了肝细胞悬液中的 8 -羟基脱

氧鸟苷 ( 8 - OH dG )和丙二醛 (MDA)含量.研究结果显示,随着甲醛浓度升高,大鼠肝细胞中 8-OH dG和 MDA含量均呈升高趋势 (F = 59. 55,

p < 0. 01; F = 75. 82, p < 0. 01 ), 高浓度组 ( 45Lm ol# L- 1 ) 8-OH dG和 MDA含量与对照组的差异均具有显著性 ( p < 0. 01 ) , 中浓度组 ( 15

Lm ol# L- 1 )的这种差别也具有显著性 ( p < 0. 05, p < 0. 01) ,低浓度组 ( 5Lm ol# L- 1 )的这种差异没有显著性 ( p > 0. 05 ) .因此, 8-OH dG不但可以

用于血液和尿液样品的检测,而且采用本项研究摸索出的前处理方法可以很好地定量测定内脏细胞 DNA氧化损伤的程度.
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Abs tract: W e develop ed a quan titative detection m ethod that can ref lect the degree of visceral cell oxidat ive DNA d amage indu ced by exogenous

compound exposures using 8-OH dG as a m olecu lar b iom arker in v itro. In th is study form aldehyde w as u sed as a m odel toxic com pound and

m alond ialdehyd e (MDA) w as u sed as a reference ind icator. Rat liver cel ls w ere exposed to differen t con cen trations of form aldehyde ( 0, 5, 15, 45

Lm ol# L- 1 ) for 1 h, and then the con tents of 8-OH dG and MDA w ere m easu red. B oth 8-OH dG and MDA in creased gradually w ith th e increase of

form aldehyde concen tration (F = 59. 55, p < 0. 01; F = 75. 82, p< 0. 01) . A t h igh form aldehyde levels ( 45Lm ol# L- 1 ) the 8-OH dG and MDA con tents

w ere extrem ely s ign if ican tly d ifferen t when comp ared w ith the contro l group ( p < 0. 01 ) , at in term ed iate form aldehyde levels ( 15Lm ol# L- 1 ) their

d ifferencesw ere sign if icant ( p < 0. 01, p < 0. 05 ) , and at th e low level ( 5Lm ol# L- 1 ) therew as no s ign ifican t d if feren ce (p > 0. 05 ) . W e conclud e that

8-OH dG can b e used n ot on ly for b lood and urine sam p le test ing, bu t also as a good b iom arker oxidat ive DNA dam age, in visceral cells.

Keywords: 8-OH dG; ox idative DNA d amage; rat liver cel;l form ald ehyde

1 引言 ( Introduct ion)

外源性化合物暴露所致机体内脏细胞氧化损

伤的定量检测是环境毒理学要经常研究的一个问

题.国内实验室一般采用丙二醛 ( m a lond ia ldehyde,

M DA )含量和 DNA断裂 (单细胞凝胶电泳实验 )作

为生物标志物对其进行测量. MDA反映的是脂质的

过氧化作用,不能准确反映外源性化合物对遗传物

质 DNA的损伤;而 DNA断裂虽然可以反映 DNA的

氧化损伤,但实验结果不稳定, 数据的重现性效果

差,同时还受到 DNA-DNA交联和 DNA-蛋白质交联

的影响.为了探讨更好地反映外源性化合物暴露致
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内脏器官细胞氧化损伤程度的定量检测方法,本实

验室以 8-OH dG为分子生物标志物进行研究.

甲醛 ( form a ldehyde, FA )是一种无色、强嗅、氧

化力强的刺激性气体, 是人们日常生活中经常接触

的室内污染物. 甲醛污染对人健康影响具有范围

广、水平高、持续时间长、毒性大等特点 ( Y ang

et al. , 2004) . 因此, 居室低剂量甲醛长时间污染的

潜在危害, 已成为倍受公众关注的社会问题之一.

同时, 甲醛可导致呼吸道和眼部刺激作用、致敏作

用、免疫毒性和各组织器官氧化损伤 ( WHO,

2002) .研究已证实, 甲醛具有遗传毒性和致突变

性, 可作为氧化剂对 DNA分子直接氧化, 形成

8-OH dG, 直接引起 DNA 点突变 ( Conaw ay et a l. ,

1996) ,进而导致碱基分子间的环化和交联, 使染色

体 DNA不能进行正常复制与转录. 因此, 本实验选

取甲醛为模式外源性化合物.

以往对 8-OH dG的研究大多集中在血液和尿液

样品方面 ( Toku jiro et al. , 2009; Chi et al. , 2008) ,而

对内脏样品的研究却甚少. 由于 8-OH dG的生成被

认为是由于过量活性氧自由基 ( ROS)与 DNA分子

反应所致 ( Sim on et al. , 2008) , 而过量 ROS同时还

可加速脂质过氧化过程并产生大量 M DA, 而 MDA

是机体在清除自由基过程中发生脂质过氧化的最

终产物,也是一种反映机体细胞氧化损伤程度的指

标.因此,本研究采用液态甲醛体外染毒方法,以大

鼠肝细胞为实验材料,对 8-OH dG所致 DNA氧化损

伤及其剂量-效应关系进行研究, 同时分析 M DA含

量的变化.以期探讨更好的能反映内脏细胞氧化损

伤的定量检测方法, 并验证 8-OH dG作为氧化损伤

分子生物标志物的效果.

2 材料和方法 (M ater ia ls and m ethods )

2. 1 实验材料

实验动物:纯系 W istar雄性大鼠购自湖北省预

防医学院实验动物中心,体重为 150~ 170g.

2. 2 试剂与仪器

主要试剂: 10% 甲醛 ( v /v )溶液 ( S igm a ) ; 8-

OH dG免疫酶联吸附反应检测试剂盒 (美国 RD);牛

血清白蛋白 ( Am resco) ; 0. 004g# mL
- 1
苔盼蓝溶液,

其他试剂均为国产分析纯.

主要仪 器: 低温 冷冻离 心机 ( Eppendor-f

5415R );酶标仪 ( b io- tek); 三用电热恒温水箱 (北京

市长源实验仪器厂 ).

2. 3 实验方法

2. 3. 1 大鼠肝细胞悬液的制备及染毒方案  肝细

胞悬液制备参照徐钱等 ( Xu et al. , 2007)的方法. 将

大鼠脱颈致死后, 迅速取出肝脏, 在冰冷生理盐水

中漂洗,以除去肝脏表面血迹,用眼科剪剪成糜状,

洗净剪刀器皿, 2层擦镜纸过滤,收集细胞滤液并在

1400r#m in
- 1
下离心 5m in, 取上清液, 并调整细胞密

度至 10
7
个#mL

- 1
左右. 将得到的细胞悬液均匀分装

到 4个离心管中,并分别加不同浓度的甲醛溶液, 使

甲醛的最终浓度分别为 0、5、15、45Lm o l# L
- 1

; 然后

将 4组离心管放入 37 e 水浴中,染毒 1 h.设计每个

染毒组分别做 5个样品. 在此试验过程中要注意: ¹

漂洗过程要反复进行, 尽量将表面血迹除净, 必要

时可用擦镜纸包裹肝脏轻微挤压以除去肝脏内部

血细胞,以排除计数过程中血细胞的干扰; º 剪碎
肝脏过程要在冰上进行, 剪成糜状组织块体积大约

在 1mm
3
左右; » 离心速度不宜太大, 时间不宜过

长,以防止在过大离心力下导致肝细胞破裂; ¼细

胞计数量最好接近 10
7
个#mL

- 1
, 以满足最佳实验要

求; ½水浴染毒的温度、时间要尽量严格控制, 以保

证良好充分的染毒效果; ¾保证各实验组甲醛浓度

的精确性.

2. 3. 2 离体细胞存活率检测  用苔盼蓝排斥法检

测离体细胞活力, 细胞存活率数据为 93. 200% ?

01886% ( n= 5).

2. 3. 3 检测指标的测定方法  8-OH dG含量的测

定严格按照试剂盒操作说明进行. 以 8-OH dG含量

为横坐标, 450nm 处 OD值为纵坐标, 做 1套 0 ~

400m g#L
- 1
的标准曲线,每个浓度做 2个平行样, 得

到标准曲线如图 1所示. 根据标准曲线来确定样品

中 8-OH dG的含量. MDA含量采用硫代巴比妥酸法

检测 ( Ba,i 1998 ), 蛋白含量使用 Fo lin-酚法测定

( Zhou et al. , 2003).

2. 4 统计学分析
实验测得数据用 SPSS13. 0软件的单因素方差

分析软件包进行各实验组间数据差异显著性检验,

并用 LSD检验软件包进行组间两两比较.

3 结果 ( Results )

3. 1 不同浓度甲醛处理组肝细胞悬液中 8-OH dG

含量的变化

不同浓度甲醛对肝细胞悬液染毒 1h后, 经

ELISA测定后,所作标准曲线如图 1所示, 回归方程

2416
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为 Y= 0. 00067X + 0. 18510, R
2

= 0. 996.

图 1 ELISA法测定 8-0HdG含量标准曲线

Fig. 1  The standard cu rve of 8-OH dG con cen tration w ith

ELISA assay

甲醛染毒 1h后悬液中 8-OH dG含量变化如图 2

所示. 从图 2中可以看出,甲醛的浓度变化对悬液中

8-OH dG含量变化有显著性影响 ( F = 59. 55, p <

0101) ,表明大鼠原代肝细胞悬液经甲醛作用后,其

8-OH dG含量呈明显上升趋势; 与对照组含量相比,

各浓度染毒组的含量均有升高趋势, 但 5Lm o l# L
- 1

组的数值升高没有统计学意义 ( p > 0. 05) , 而

15Lm o l#L
- 1
组和 45Lm o l#L

- 1
组数值升高明显, 具有

统计学意义,差异显著 ( p < 0. 01).

图 2 不同浓度甲醛染毒后大鼠肝细胞 8-OHdG含量的变化

( n= 5; F = 59. 55, p < 0. 01;经 LSD检验, * * :与对照

组比较, p < 0. 01)

F ig. 2  Th e 8-OH dG conten ts in rat liver cells indu ced by

d ifferent con cen trations of form aldehyde ( n = 5; F =

59. 55, p < 0101, by LSD test, * * : p < 0. 01,

compared w ith contro l group)

3. 2 不同处理组肝细胞悬液中 M DA含量的变化

不同浓度甲醛对肝细胞悬液染毒 1h后,悬液中

M DA含量变化如图 3所示. 从图 3中可以看出, 甲

醛的浓度变化对悬液中 MDA含量变化有显著性影

响 (F = 75. 82, p< 0. 01) ,表明大鼠原代肝细胞悬液

经甲醛作用后,其 M DA含量同样呈上升趋势; 与对

照组相比, 15Lm o l# L
- 1
组含量升高有统计学意义,

差异性显著 ( p < 0. 05); 45Lm o l# L
- 1
组含量升高更

加明显, 差异性显著 ( p < 0. 01) ; 但 5Lm o l# L
- 1
组

MDA含量反而呈微弱下降趋势, 与对照组的差异没

有统计学意义 ( p> 0. 05) .

图 3 不同浓度甲醛染毒后大鼠肝细胞 MDA含量的变化 ( n= 5; F

= 75. 82, p < 0. 01;经 LSD检验, * 、* * : 与对照组比较, p <

0. 05、p < 0. 01)

Fig. 3  The MDA con tents in rat liver cells indu ced by d ifferent

concen trations of form aldehyde ( n= 5; F = 75. 82, P < 0101,

by LSD test, * : p < 0. 05, * * : p < 0. 01, com pared

w ith con trol group )

4 讨论 ( D iscussion)

4. 1 甲醛的氧化损伤作用

甲醛是醛类化合物中最简单的小分子, 它是一

种亲电子剂, 是广义上的自由基, 也是一种强氧化

剂.甲醛本身及代谢过程中均可产生活性氧自由基

( ROS), ROS可直接与 DNA分子发生反应, 导致

DNA链断裂, 碱基修饰和 DNA蛋白交联等氧化性

损伤 (WHO, 2002). 同时, 甲醛具有抑制超氧化物歧

化酶 ( SOD )作用活性作用, 使过量自由基不能及时

清除,间接产生对组织和生物大分子的氧化损伤.

在正常情况下, 细胞中的有关酶类和小分子物质的

抗氧化效应可拮抗自由基的损伤效应, 氧化损伤与

抗氧化防御体系的防御作用处于一种动态平衡之

中.在自由基过度产生或机体的抗氧化防御体系功

能受损的情况下, 过多的自由基导致机体的氧化应

激, 自由基攻击靶分子, 可造成组织、器官及各种

生物分子不同程度的损伤. 其中, 最主要致突变性

损伤是羟自由基能直接与 DNA分子反应, 将 DNA

上的鸟嘌呤氧化为 8-羟基脱氧鸟苷;而且 ROS可

以与还原性谷胱甘肽 ( GSH )结合形成硫代半缩醛

2417
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导致 GSH损竭, 从而使机体抗氧化能力显著降低

(Q iao et al. , 2004) ,这样过量的 ROS可攻击生物膜

中的多不饱和脂肪酸, 引发脂质过氧化作用并形成

脂质过氧化物. MDA是脂质过氧化最终分解产物,

毒性较大,它不仅能改变细胞膜的流动性、交联、结

构和功能, 而且还能增加细胞膜脆性, 最终导致细

胞破坏而使机体遭到伤害 ( Jones et al. , 2005) . 因

而,测试 MDA的量可以反映机体内脂质过氧化程

度,间接反映细胞中遗传物质 DNA受损伤程度.

4. 2 细胞 DNA氧化应激状态生物标志物的选择

图 2和图 3显示, 各实验浓度组间 8-OH dG和

M DA含量在 0. 01水平上差异显著, 说明在本实验

液态甲醛染毒条件下, 8-OH dG和 MDA与甲醛之间

剂量 /效应关系良好, 均可作为细胞氧化应激状态

的生物标志物. 在较低浓度 ( 5Lm o l# L
- 1

)液态甲醛

染毒条件下,并没有引起 8-OH dG和 MDA含量的显

著升高,说明在该浓度条件下不致造成大鼠的氧化

损伤;在中浓度 ( 15Lm o l# L
- 1

)条件下, 8-OH dG含量

显著上升 ( p < 0101 ), MDA 含量显著上升 ( p <

0105) ;在高浓度 ( 45Lm o l# L
- 1

)条件下, 8-OH dG和

M DA含量同时显著上升 ( p < 0. 01). 这说明在中浓

度条件下, DNA对自由基伤害的敏感程度高于脂

质,且 MDA反映的是脂质的过氧化作用, 不能直接

准确反映外源性化合物对遗传物质 DNA的损伤.因

而,实验中选择 8-OH dG作为细胞 DNA氧化应激状

态生物标志物.

8-OH dG在机体内的含量直接反映遗传物质

DNA氧化损伤程度, 它既是个体接触标志物, 又是

效应标志物 (W illiam et al. , 2002) . 8-OH dG还是一

种内源性诱变剂,具有突变倾向 ( G: C - T: A颠换 )

( Thom as et al. , 1997) , 可被机体特异性 DNA修复

酶 ( OGG1 )剪切清除并经肾脏随尿排泄 ( Parul

et al. , 2007) , 但它一旦逃避了机体自身修复, 就极

可能成为致突变、致畸、致癌的启动因子. 因而, 它

可能是活性氧引起突变和癌症的重要原因 (W u

et al. , 2004).

同时, 8-OH dG在体内稳定存在, 为代谢终产

物,且只能通过 DNA氧化损伤途径形成, 可通过分

析其在细胞核 DNA及线粒体 DNA中的含量来反映

体内 DNA氧化损伤.体液中 8-OH dG水平不受饮食

等因素影响, 是目前国际上公认的一种新型评价

DNA氧化损伤和氧化应激状态敏感的生物标志物

( Kasa i et al. , 1997) . 因此, 测定机体 8-OH dG含量

对评估体内氧化损伤和修复程度,氧化应激与 DNA

损伤相互关系,研究退行性疾病、衰老机制、癌发生

机制、环境毒物、慢性炎症疾病与氧化应激的关系

等均有重要的意义,也可以用来评价抗氧化剂治疗

DNA氧化损伤的效果 ( Irie et al. , 2005) .

4. 3 用 ELISA法测定内脏器官的 8-OH dG含量

活性氧自由基所造成的 8-OH dG诱变广泛存在

于全身各组织器官 DNA中,以往对其测定大多通过

取患者尿样来间接测定身体内各患病器官的

8-OH dG产生状况,因而本研究希望通过建立内脏器

官 8-OH dG含量检测体系来更直接地反映脏器细胞

DNA氧化损伤的程度. 由图 2可以看出, 在较高浓

度甲醛染毒下, 离体大鼠肝细胞中 8-OH dG含量显

著增加, 说明动物脏器中的 8-OH dG含量变化可以

通过直接检测脏器本身而反映出来. 由于尿液中

8-OH dG含量反映的是全身各组织器官的 8-OH dG

切除后累计排出总量, 并不能直接反映出具体某一

脏器的含量状况; 并且 8-OH dG还可能逃脱机体自

身修复, 直接造成 DNA点突变, 在体内产生累积效

应,而这部分含量通过尿液很难检测到, 所以检测

脏器中 8-OH dG含量对于直接反映病灶处病理和生

理状态是有积极意义的.

1995年 Y in等 ( 1995)报道了应用 ELISA法测

定尿液中 8-OH dG含量, 2003年 Chiou等 ( 2003)应

用 ELISA试剂盒测定了膀胱癌和前列腺癌患者尿

液中的 8-OH dG含量, 均收到了很好的效果.与其他

方法相比, ELISA试剂盒法主要应用单克隆抗体技

术,不用对 DNA分解处理,同时具有试剂用量少、所

需仪器简单、特异性强、测定时间短、样品预处理程

序简单、灵敏性高和重现性好等特点. 经本研究多

次实验证实, 该法测定结果的稳定性较好, 数据的

重现性较高,可满足生物体内低水平 DNA氧化损伤

定量测定要求.

5 结论 ( Conc lusions)

1)实验检测结果表明,液态甲醛浓度的变化与

DNA及脂质氧化损伤的程度具有良好的剂量 /效应

关系.

2) 8-OH dG可作为检测机体 DNA氧化性损伤

的特异性分子生物标志物, 在相关动物和人体的生

物检测研究中具有很高的应用价值.

3)应用 ELISA法不但可以定量检测尿液和血

液样品中机体氧化损伤的分子生物标志物 8-OH dG,
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而且本研究摸索出的前处理技术可对内脏器官细

胞 DNA的氧化损伤进行定量检测. 实验结果表明,

ELISA法灵敏性、重现性好,能够较好地反映外源性

化合物暴露与内脏细胞 DNA氧化损伤的剂量 /效应

关系.

责任作者简介: 杨旭 ( 1954) ), 男, 华中师范大学生命科学

学院教授, 博士生导师,环境科学实验室主任.
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