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甲醛和苯联合致小鼠脑细胞 DNA损伤作用
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　　近年来 , 由室内装修引起的室内空气污染问题日趋严重 ,

已成为危害公共健康的重要环境因素之一。甲醛和苯是室内

主要挥发性有机物 , 二者常具有共同污染源 , 可能对暴露人群

产生联合毒性效应。 为探讨甲醛和苯联合神经毒性作用 , 本

研究采用单细胞凝胶电泳法和氯化钾 -十二烷基磺酸钠

(KCL-SDS)沉淀法测定小鼠脑细胞 DNA损伤 , 观察不同浓

度甲醛和苯单独及联合吸入染毒致小鼠神经系统毒性作用 ,

为综合评价甲醛和苯的安全性提供科学依据。

材料与方法　(1)仪器与试剂:50L静式染毒柜(山西医

科大学木器厂);CD-1大气采样器(江苏省金坛市荣华制造

有限公司);DYY-7C电泳仪 、DYCP-33A电泳槽(北京市六

一仪器厂);BX51荧光显微镜(日本 OLYMPUS公司);RF-

540荧光分光光度计(日本岛津公司);超低温高速冷冻离心

机(香港力抗发展有限公司)。甲醛(分析纯 , 天津市化学试

剂三厂);苯(分析纯 , 天津市科密欧化学试剂开发中心);正

常熔点琼脂糖(NMPA)、低熔点琼脂糖(LMPA)、十二烷基肌

氨酸钠(SLS)、溴化乙锭(EB)(美国 Amresco公司);十二烷

基磺酸钠 、Hoechst33258荧光染料 、小牛胸腺 DNA(美国 Sig-

ma公司);蛋白酶 K(美国 Merk公司)。 (2)实验动物:采用

健康清洁级昆明种纯系小鼠(山西医科大学动物中心)60只 ,

鼠龄 7周 , 体重 18 ～ 22g, 雌雄各半 ,在屏障环境中饲养 , 饲养

条件为(24±2)℃, 相对湿度为(55 ±10)%。 (3)动物分组

与染毒:将小鼠随机分为 10组 , 每组 6只 , 分别为对照组(清

洁空气);单纯甲醛 1.0, 3.0, 5.0 mg/m3和苯 500, 1 500, 2 500

mg/m3组;甲醛苯联合染毒(0.5甲醛 +250苯)、(1.5甲醛 +

750苯)、(2.5甲醛 +1250苯)mg/m3组。采用封闭静式吸

入染毒 ,每天 2 h,连续染毒 14 d。次日处死小鼠 。无菌取出

脑组织 , 制备脑细胞悬液待用。 (4)单细胞凝胶电泳法:按文

献〔1〕方法操作 , 在全磨砂载玻片上辅 3层凝胶 ,将凝胶在 4

℃下裂解 1 h后 ,在 25 V、300 mA碱性条件下电泳 20 min, 用

EB20μg/mL染色 , 24h内在荧光显微镜 200倍视野下观察结

果 ,每张片子随机观察 50个细胞, 用彗星图像分析软件测量彗

星细胞尾部 DNA含量及彗星细胞尾距。 (5)DNA-蛋白质交

联(DPC)含量测定:采用 KCL-SDS沉淀法 〔2〕 , 并计算 DPC系

数。计算公式:DPC系数 =交联 DNA/(交联 DNA+自由

DNA)。 (6)统计分析:采用 SPSS13.0统计软件进行单因素方

差分析和最小显著差法(LSD)两两比较。

结　果　单独给予甲醛和苯各剂量组小鼠脑细胞 DNA

均有不同程度损伤 , 与对照组比较 , 甲醛和苯单独染毒低 、中

剂量组脑细胞彗星尾部 DNA含量增高 , 尾距增大(表 1)。 与

甲醛 、苯单独组分别比较 , 联合染毒各剂量组彗星尾部 DNA

含量增高 , 尾距增大(P<0.05)。甲醛和苯单独染毒中 、高剂

量组及联合染毒各剂量组的 DPC系数高于对照(P<0.05),

随染毒剂量增加而升高。

表 1　甲醛 、苯单独及其联合染毒对小鼠脑细胞 DNA的影响( x±s)

组　别 甲醛(mg/m3) 苯(mg/m3) 彗尾 DNA含量 彗星细胞尾距 DPC系数(%)

对照组 0 0 13.17±2.95 2.57±1.09 5.70±4.13

甲醛低剂量组 1 0 25.03±3.88a 6.75±2.20a 10.09±1.93

　中剂量组 3 0 36.79±1.52a 14.45±3.01a 16.65±2.62a

　高剂量组 5 0 17.89±7.05 4.03±1.57 25.56±15.36a

苯低剂量组 0 500 21.48±3.77a 6.28±3.42a 9.52±2.64

　中剂量组 0 1 500 38.62±8.00a 15.62±5.51a 14.91±3.40a

　高剂量组 0 2 500 18.68±6.45 5.04±2.77 22.74±4.85a

联合低剂量组 0.5 250 34.82±6.51ab 11.33±3.72ab 18.36±3.69ab

　中剂量组 1.5 750 49.84±6.15ab 28.33±5.20ab 30.52±6.30ab

　高剂量组 2.5 1 250 30.24±11.09ab 9.97±4.01ab 39.81±11.35ab

　　注:与对照组比较 , aP<0.05;与单独染毒低 、中 、高剂量组比较 , bP<0.05;动物数=6。
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　　讨　论　甲醛和苯是室内空气中最主要的 2种污染物 ,

流行病学调查和动物实验显示 ,甲醛和苯具有神经毒性 〔3-4〕。

本次实验结果显示 , 甲醛 、苯单独及其联合染毒均能引起小鼠

脑细胞 DNA损伤 ,低浓度时主要引起 DNA链断裂 ,拖尾现象

明显 , 较高浓度时可以引起明显的 DNA-蛋白质交联作用 ,

与文献结果一致 〔5〕。表明甲醛和苯对 DNA的损伤类型与其

染毒剂量密切相关 , 其作用机制可能是当细胞电泳时 , 在

DNA发生交联作用的情况下 , 可使核 DNA泳出受阻而积聚

在核内 , 从而使细胞不出现拖尾现象 〔6-7〕。

与单独染毒比较 , 联合染毒低 、中剂量组彗星细胞核

DNA产生断片增多 ,拖尾现象明显 , 高剂量组 DNA-蛋白质

交联物含量增多明显。 提示甲醛 、苯联合染毒可引起小鼠脑

细胞 DNA断裂和 DPC效应 , 加重 DNA损伤程度;联合染毒

对小鼠脑细胞的 DNA损伤作用明显强于单独染毒作用 ,表明

二者联合染毒对神经损害可能具有协同作用。
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NF-κB对小鼠冠状病毒性肝炎致病作用
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　　摘　要:目的　探讨肝脏核因子-κB(NF-κB)和血清辅助性 T淋巴细胞(Th1/Th2)细胞因子方面对小鼠冠状病毒
性肝炎的致病机制。方法　采用 4周龄雄性 BALB/c小鼠 , 以鼠肝炎冠状病毒(MHV-A59)和大肠埃希菌作为生物致
病因子 , 建立 MHV-A59鼠肝炎模型和大肠埃希菌鼠肝炎对照模型 , 以正常健康小鼠为空白对照 , 采用免疫组化法检
测小鼠肝脏 NF-κB表达 [吸光度(A)值 ] , ELISA法检测小鼠血清白介素 -4(IL-4)、干扰素-γ(IFN-γ)水平。结果冠状
病毒模型组 、大肠埃希菌对照组小鼠肝脏 NF-κB表达分别为 A=0.305, A=0.245;外周血 Th1/Th2(IFN-γ/IL-4)比值
分别为(2.17±0.16), (2.09±0.06)pg/mL,均比正常组有明显升高 ,差异有统计学意义(P<0.05或 P<0.01),但冠
状病毒模型组升高更明显 。结论　肝脏 NF-κB表达增强及血清 Th1/Th2细胞因子失衡可能是小鼠冠状病毒性肝炎
的致病机制之一 。

关键词:鼠肝炎冠状病毒;致病机制;肝脏核因子-κB;血清辅助性 T淋巴细胞

ExpressionofNF-κBandThI/Th2 inmicewithmousehepatitisvirusinfection　CHAOYi-lan, LINPei-zheng, LUO
Bing-de, etal.DepartmentofChildandAdolescentHealth, SchoolofTropicalMedicineandPublicHealth, SouthernMedi-
calUniversity(Guangzhou510515, China)

Abstract:Objective　TostudyexpressionsofNF-κBandThelper1(Th1)/Thelper2(Th2)inmicewithmouse

hepatitisvirus(MHV)infection.Methods　FourweeksoldBALB/cmalemiceweredividedintothreegroupsrandomly:
controlgroup, MHVmodelgroup, andBacilluscoligroup.TheexpressionofNF-κBinmouselivertissuewasanalyzedwith
immunohistochemistry.Thelevelofinterleukin-4(IL-4)andinterferongamma(IFN-γ)inmouseserumweredetectedwith
ELISA.Results　TheexpressionsofNF-κBandTh1/Th2(IFN-γ/IL-4)ofMHVgroupandBacilluscoligroupincreased
obviouslycomparedtothatofcontrolgroup(P<0.05 orP<0.01).Conclusion　TheincreasedexpressionofNF-κBin
mouseliverandthedisequilibriumofTh1/Th2 inserumareoneofpathogenicmechanismsofmousehepatitis.

Keywords:MHV-A59;pathogenicmechanism;NF-κB;Th1/Th2

　　病毒性肝炎与 NF-κB表达的关系十分密切 。 Toll样受

体(TLRs)是宿主细胞识别各种病原微生物的受体 〔1〕 , 核因子

κB是其中炎症反应的中枢因子 , 在机体的炎症 、免疫反应等

方面发挥重要作用;细胞因子是 NF-κB所调控基因的表达产

物 , 介导和调节免疫应答和炎症反应 〔2〕;许多疾病的发生也

与 Thl/Th2类细胞失衡相关 〔3〕。为探讨冠状病毒性肝炎与肝

脏核因子-κB(NF-κB)和血清辅助性 T淋巴细胞(Th1/Th2)

细胞因子的关系 , 本研究建立冠状病毒鼠肝炎模型与大肠埃

希菌鼠肝炎模型 ,结合 MHV-A59的嗜肝性特征 ,从小鼠肝脏

NF-κB表达水平和血清 Th1/Th2细胞因子 [血清白介素-4

(IL-4)、干扰素(IFN-γ)]比值变化进行观察。现将结果报告

如下。

1　材料与方法

1.1　材料　(1)动物与饲料:清洁级 BALB/c雄性小鼠 , 4周

龄 ,体重(13±2)g(南方医科大学动物实验中心 ,动物合格证

号:NO.0030668);普通饲料(南方医科大学动物实验中心);

内生热饲料(广东省医学实验动物中心)配方:80%基础饲料

+8%蜂蜜 +12%猪油。 (2)试剂与仪器:NF-κB一抗(美国

Santacruze公司);NF-κB二抗 , 二氨基联苯胺 DAB显色试剂

盒(上海西唐科技有限公司);IL-4原装试剂盒 、IFN-γ原装试

剂盒(上海轩昊试剂公司 , IL-4批号:A1010A0104U, IFN-γ批

号:A1010A0123U)。 BX50型显微镜(日本 OLYMPUS公司);

PowerwaveHT型酶标仪(美国 Bio-tek公司);JD801数码医学

显微图像分析系统(江苏省捷达科技发展有限公司)。

1.2　方法

1.2.1　动物分组及造模　根据文献〔4〕造模 。将 BALB/c小

鼠 18只随机分为正常组 、冠状病毒模型组和大肠埃希菌对照

组 ,每组 6只。正常组予以普通饲料 ,自由饮水及自然环境饲

养。模型组和肠菌组小鼠先予以内生热饲料 、自由饮水和自
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