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摘 要：采用紫外分光光度法测定 DNA加合物的形成及 Western-Blot技术检测蚯蚓热休克蛋白 70（HSP70）的表达，研究了蚯蚓
DNA加合物和 HSP70作为分子生物标志物在土壤氯代苯胺化合物污染评价中的应用。DNA加合实验的结果表明，随着 3，4-二氯
苯胺浓度的增加（0.77、1.55、3.10 mg·mL-1），特征吸收峰的位移发生显著改变，交联率呈现负相关；Western-Blot检测结果表明，3，4-
二氯苯胺处理后蚯蚓 HSP70表达增加，与空白组比较有显著性差异。
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Abstract：To study the effects of 3,4-dichloroaniline on earthworm DNA adducts and heat shock protein（HSP）70, which were used as
biomarkers in risk assessment of soil chloroaniline contamination. DNA adducts was detected with UV spectrophotometry and HSP70 was
measured with Western-Blot methods. The results of DNA adduct and rate of cross-linking showed that characteristic absorption peak signif－
icantly shifts and rate of cross-linking presents a negative correlation with 3,4-dichloro-aniline concentration increased（0.77, 1.55, 3.10
mg·mL-1）. The results of Western-Blot test showed that earthworms treated with 3,4-dichloroaniline had a high expression of HSP70 com－
paring with the control group.
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3，4-二氯苯胺（3，4-Dichloroanilines，3，4-DCA）
是一种应用广泛的化学合成中间体，用于合成多种农

药如敌稗、敌草隆、利谷隆等除草剂，3，4-DCA 也是
一些杀虫剂在土壤中的主要降解产物，3，4-二氯苯胺
还用于染料工业上合成染料以及医药上合成杀菌剂。
由于该类中间产物在土壤环境中相对较稳定，难以生

物降解且毒性较大，其生态毒性已引起许多环境科学

家的广泛关注[1-4]。
近年来，细胞或分子水平上的生物标志物作为污

染物暴露和毒性效应的早期预警指标受到广泛关注，

已成为国内外生态毒理学研究的热点之一。由于其具
有特异性、预警性和广泛性等特点，在水和土壤环境
生态风险评价中的应用日益广泛[5-6]。本文以 3，4-二
氯苯胺为研究对象，通过利用紫外分光光度法检测

3，4-二氯苯胺与 DNA 形成加合物的情况以及利用
Western Blot技术检测蚯蚓中热休克蛋白 70的表达，
来探讨和建立快速灵敏评价土壤中 3，4-二氯苯胺潜
在毒性的方法，即利用 DNA加合物以及热休克蛋白
70作为分子生物标志物用于 3，4-二氯苯胺的土壤污
染生态风险评价。
诱发突变的分子生物学基础是 DNA 的序列改
变。DNA水溶液有其特定的吸收光谱，任何化合物嵌
入 DNA或与 DNA分子形成加合物，都会引起 DNA
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构象的改变，从而导致吸收光谱的改变。吸收光谱移
动法能准确迅速地反映大分子物质在水溶液中的构

象变化，因此可以用来研究化学物质与大分子物质的

结合反应。Western-Blot技术是分子生物学、生物化
学和免疫遗传学中常用的一种实验方法，通过分析着

色位置和着色深度获得特定蛋白质在所分析细胞或

组织中表达情况的信息[7-12]。
应激蛋白又称为热休克蛋白，是一切生物细胞在

受热、病原体、理化因素等应激原刺激后，发生热休克
反应时所产生的一类在生物进化中最保守并由热休

克基因所编码的伴随细胞蛋白。应激蛋白是环境压力
促使特定基因表达的产物，包括 HSP（热休克蛋白）家
族及相关蛋白，是细胞保护机制的重要部分。其中，
HSP70家族是序列最保守并且对污染物的应激反应
最为显著的一类应激蛋白，近年来被广泛地应用于指

示污染物胁迫的早期预警指标[13-14]。

1 材料与方法

1.1 仪器与主要试剂
UV-760CRT双光束紫外可见分光光度计；低温冷

冻离心机（Eppendorf）；MPF-4荧光分光光度计（日立）；
垂直电泳仪及电泳槽（Bio-Rad）；半干式转膜仪、PVDF
膜（Bio-Rad）。一抗：鼠源抗HSP70；二抗：HRP标记，羊
抗鼠（Santa Cruz）；发光试剂盒（Therom），蛋白酶抑制
剂，预染蛋白Marker，3，4-二氯苯胺，牛胸腺 DNA（Sig－
ma Chemical Co.）；丙烯酰胺，亚甲基双丙烯酰胺，十二
烷基磺酸钠（SDS），甘氨酸（北京化学试剂公司产品）。
1.2 试验方法
参考 Shaham 等的方法进行 [11]：准备 4 支 10 mL

的离心管，牛胸腺 DNA用超纯水溶解后，分别向每管
中加入 50 μg·mL DNA 3 mL。由于 3，4-二氯苯胺不
易溶于水，需要先用二甲基亚砜（DMSO）溶解，再分
别加入各管中。DMSO与 DNA溶液的混合液作为空
白组，空白组和各剂量组所加的 DMSO体积相同。将
体积稀释到 5 mL，最终使 3，4-二氯苯胺浓度分别为
0、0.77、1.55、3.10 mg·mL-1。将 4支离心管放入 37 ℃
水浴锅中孵育 30 min后取出，加入适量的 NaCl使其
DNA的溶解度达到最低，再加入大于体系一倍体积的
无水乙醇，使 DNA完全沉淀下来。用离心机（3 000 r·
min-1）离心 5 min，弃上清液。用无水乙醇洗涤沉淀，再
用离心机 3 000 r·min-1离心 5 min，重复洗 4次。将洗
好的 DNA在室温下放置，待乙醇挥发干净后，放入 4
℃冰箱中保存，后续分析使用。将挥发完乙醇的 DNA

重新用超纯水溶解，在紫外分光光度计中测吸收光

谱，用超纯水校准调零。
交联度反应是指溴乙锭与双链 DNA结合可产生
荧光，而变性后的单链 DNA则无此现象。由于 DNA
在 3，4-二氯苯胺的作用下发生交联，DNA复性后其
强荧光强度增强，利用此原理可测定DNA的交联率
C，其公式如下：

C=（ft-fn）/（1-fn）×100%
式中：ft 为经受试物处理的相对荧光强度（ft=EMt2/
EMt1）；fn为未经受试物处理的相对荧光强度（fn=EMn2/
EMn1）；EMt1为经受试物处理的加热前荧光强度；EMt2

为经受试物处理的加热后荧光强度；EMn1为未经受

试物处理的加热前荧光强度；EMn2为未经受试物处

理的加热后荧光强度。
样品处理与 DNA加合反应相同，首先准备 4支

10 mL离心管，将用不同浓度 3，4-二氯苯胺处理好的
DNA样品溶解后按空白、0.77、1.55、3.10 mg·mL-1分别

放入 4支离心管中。向每只离心管加入 3 mg·mL-1的

DNA溶液 10 μL，向每管中加入 2 mL溴乙锭溶液（浓
度为 1 μg·mL-1），测其荧光强度。将反应样品放入 100
℃沸水浴中加热 8 min，在室温下冷却 10 min后，再测
其荧光强度。之后按上面的公式进行计算。
1.2.1 蚯蚓暴露实验
暴露实验所用土壤取自蚯蚓养殖场，符合国标

GB15618一级土壤标准，其各种参数如表 1。实验采
用国际标准赤子爱胜蚓。

土壤配置如下：将 16 mg 3，4-DCA溶解于丙酮
之中，取 200 g土壤，并与其混合，在通风橱中让丙酮
充分挥发 24 h后，加入适量的蒸馏水并混匀。空白组
用相同体积的丙酮混合。铜离子作为阳性对照，将 50
mg无水 CuSO4溶于蒸馏水，与 200 g土壤混合。最

表 1 实验土壤污染物检测结果
Table 1 The test results of soil pollutants

测试项目 检测值（干重）

有机质 3.95%

As 13.90 μg·g-1

Cd 0.4 μg·g-1

Cr 28.7 μg·g-1

Cu 36.32 μg·g-1

Hg ND

Ni 18.83 μg·g-1

Pb 20.63 μg·g-1

Zn 82.51 μg·g-1
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图 1 不同 3，4-二氯苯胺浓度（0.77、1.55、3.10 mg·mL-1）对

DNA加合作用的影响
Figure 1 the effect of 3,4-dichloroaniline on DNA adduct

终，铜离子暴露浓度为 100 mg·kg-1，3，4-二氯苯胺
浓度为 85 mg·kg-1（两个浓度都为干重浓度）。将空
白、铜离子暴露和 3，4-二氯苯胺暴露用的土壤分别
放于1 000 mL的烧杯中，每个烧杯放入 6条体重在
0.3～0.5 g清肠后的成年蚯蚓。放于人工气候培养箱中
染毒 7 d（温度 27℃，湿度 75%），每日换 1次土壤。
1.2.2 Western-Blot实验
参考 Denis Nadeau等的方法进行[15]。将暴露在空

白、100 mg·kg-1铜离子和 85 mg·kg-1 3，4-二氯苯胺的
蚯蚓取出并用蒸馏水洗净。用剪刀剪成小段，放入匀
浆器中，加入含有 10 μg·mL-1蛋白酶抑制剂和 2.97
mmol·L-1 PMSF的 MHBSS（参考 Diogene等，1997）缓
冲液，充分匀浆，倒入灭菌的离心管中，4 ℃下 12 000
r·min-1离心 5 min，吸取上清液，用考马斯亮蓝法测其
每个离心管中的蛋白含量。取出一部分用于实验，多
余可冻干，用于重复实验。
在 SDS-PAGE电泳中，蛋白样品与 2×稀释加样

缓冲液混合后，每孔加 30～40 μg蛋白样品为宜。浓缩
胶浓度为 3%，分离胶浓度为 10%。热休克蛋白 70分
子量为 70 kD左右，蛋白分子量标记蛋白选择适当范
围即可，最好为预染蛋白分子量标记蛋白，转膜后可以

看出转膜效果。开始电压为 150 V电泳 15 min，最后
200 V电泳 90 min。膜选用 PVDF膜，孔径为 0.2 μm，
使用前用甲醇泡 3～5 min。转膜时恒流，电流为 1.5
mA·cm-2，持续 90 min。转完后看膜上的预染蛋白分子
量标记蛋白是否清晰，如果清晰说明转膜效果很好，也

可把转膜后所用的胶染色以及把膜用丽春红染色，看

转移效果。转膜后，用 TBST洗 3次，每次 5 min，放入
含有 5%脱脂奶粉的 TBS（不含吐温的 TBST），4℃下
过夜封闭。封闭后，用TBST洗 3次，每次 5 min。加抗体
免疫时，只需让抗体溶液稍稍没过膜即可。放在摇床上
缓慢摇动，一抗室温下免疫 1 h，抗体用含有 5%脱脂
奶粉的 TBST稀释，比例为 1/500。免疫反应完全后，洗
膜 3次，二抗室温下免疫 1 h，用含有 0.1%牛血清白蛋
白的 TBST稀释，比例为 1/10 000。完成后再洗膜 3次，
加入配好的显色试剂，在 X射线下显影。

2 结果与分析

2.1 不同浓度 3，4-二氯苯胺对 DNA加合作用的影响
牛胸腺 DNA的特征吸收峰在 203 nm和 256 nm

左右。DNA加合实验结果表明，0.77 mg·mL-1浓度下，

258 nm 的特征吸收峰无明显位移，而在 1.55、3.10
mg·mL-1浓度下，258 nm的特征吸收峰有明显位移，

说明随着 3，4-二氯苯胺浓度的增加，DNA的 258 nm
特征吸收峰有明显的位移改变，如图 1所示。此结果
说明 3，4-二氯苯胺对于 DNA加合作用有显著影响，

注：A：3，4-二氯苯胺浓度 0.77 mg·mL-1；B：3，4-二氯苯胺浓度
1.55 mg·mL-1；C：3，4-二氯苯胺浓度 3.10 mg·mL-1。

Note：A: the concentration of 3,4-dichloroaniline is 0.77 mg·mL-1; B:
the concentration of 3,4-dichloroaniline is 1.55 mg·mL-1; C: the concentra－
tion of 3,4 - dichloroaniline is 3.10 mg·mL-1.
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随着浓度的加大，特征吸收峰有明显位移。图 2和表
2结果表明，随着 3，4-二氯苯胺浓度增加，DNA的交
联率显著降低，3，4-二氯苯胺浓度与 DNA的交联率
呈负相关。

2.2 3，4-二氯苯胺对 HSP70表达的影响
参考 Denis方法，本实验以 100 mg·kg-1 Cu2+作为

阳性对照组，Western-Blot检测结果表明，85 mg·kg -1

3，4-二氯苯胺与 Cu2+对蚯蚓热休克蛋白 70表达均有
显著影响，均能引起蚯蚓过量表达 HSP70，结果见图
3。通过Western-Blot实验检测热休克蛋白 70可以得
出结论：和 Cu2+一样，3，4-二氯苯胺可以通过环境进
入到蚯蚓体内，并对蚯蚓的热休克蛋白 70基因表达
产生影响。在Western-Blot实验中，空白与 3，4-二氯
苯胺染毒组有明显不同，我们推测，热休克蛋白 70的
表达很可能与 3，4-二氯苯胺浓度存在剂量效应关
系。这将是我们实验室后续的工作。

3 讨论

目前国内外评估 3，4-二氯苯胺遗传毒性的方法
较少，本文采用紫外分光光度法测定 DNA加合物的
形成及 Western-Blot 技术检测蚯蚓热休克蛋白 70

（HSP70）的表达，研究蚯蚓 DNA加合物和 HSP70作
为分子生物标志物在氯代苯胺化合物污染评价中的

应用。蚯蚓作为土壤中的大型无脊椎动物，已在国内
被大量用于土壤污染检测实验中。蚯蚓属环节动物门
寡毛纲，是土壤中生物量最大的无脊椎动物。其在地
球物质循环和陆地生态系统食物链物质传递中担负

着重要作用，是最易受到环境有毒有害物质伤害的土

壤生物之一，因而也是开展土壤污染生态风险评价的

重要指示生物。
用紫外分光光度法测 DNA加合作用是一种简便
易行的试验方法，可以迅速的检测出有潜在遗传毒性

的物质。本实验中，3，4-二氯苯胺可能与 DNA发生
了某种化学反应，引起 DNA的紫外吸收值发生了明
显变化。DNA 这种吸收峰的变化可能有两种情况：
一种是 3，4-二氯苯胺分子与 DNA的侧链基团发生
化学结合，3，4-二氯苯胺分子本身有苯环，自身也有
吸收紫外的能力，因此改变了 DNA吸收光谱；另一种
是 3，4-二氯苯胺分子与 DNA发生反应引起单链断
裂，碱基暴露使得吸收峰发生改变。我们认为这两种
机制都可能存在。DNA交联率实验证明了 3，4-二氯
苯胺对 DNA有加合作用，DNA之所以发生交联，是
因为 DNA的碱基发生了修饰，并且其交联率与 3，4-
二氯苯胺的浓度呈现负线性关系。我们推测，在低浓
度下，DNA交联占优势，而高浓度下，DNA断裂占优
势。从吴凯等[16]用甲醛致小鼠肺 DNA蛋白质交联与
DNA断裂效应的研究中可知，断裂的 DNA是不会引
起交联的。因此，交联率与 3，4-二氯苯胺浓度呈现负
线性关系。我们认为，用紫外分光光度法测定 DNA加
合作用并用于检测 3，4-二氯苯胺的遗传毒性是比较
可靠的，对于土壤潜在污染的初步评估会起到一定的

表 2 DNA交联率结果
Table 2 The results of DNA rate of cross-linking

项目 空白 0.77 mg·mL-1 1.55 mg·mL-1 3.10 mg·mL-1

EM1 12 3.2 5.1 8.9

EM2 6.8 2.9 3.6 5.8

fn 0.567 — — —

ft — 0.906 0.706 0.652

C% — 78.29% 32.10% 19.63%

图 3 Western-Blot检测 3，4-二氯苯胺对 HSP70表达的影响
Figure 3 The effect of 3,4 - dichloroaniline on expression of HSP70

3，4-二氯苯胺空白 Cu2+
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作用。
Nadeau等[13]研究了蚯蚓分别暴露在含有氯乙酰

胺、五氯酚和重金属（Pb、Cd、Cu和 Hg）的土壤中，在
污染胁迫下，蚯蚓肠组织中相应诱发出热休克蛋白

70，该指标总体上重复性好，属于敏感的生物标志物。
本实验以 Cu2+为阳性对照，研究了赤子爱胜蚓在土壤

中 3，4-二氯苯胺的污染胁迫下，诱发热休克蛋白 70
的效应。研究发现，3，4-二氯苯胺和 Cu2+一样，可以引

起蚯蚓热休克蛋白 70的过量表达，热休克蛋白 70是
土壤中 3，4-二氯苯胺污染敏感的生物标志物。但是，
土壤无脊椎动物生物标志物在污染生态评价及应用

方面，比水生生物的生物标志物的研究起步晚，也不

如植物性生物标志物应用广泛，加之胁迫蛋白热休克

蛋白 70等易受各种环境因素的影响，故在实验过程
和样品制备方面需要进一步的优化实验条件，以保证

数据的可靠性。总之，这类生物标志物由于具有对某
些特定污染物的敏感性、剂量-反应关系的准确性以
及对复合污染评价的综合性，通过进一步地完善评价

方案，将具有良好的应用前景。
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