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ＤＮＡ氧化损伤对人外周血淋巴细胞微核率的影响

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　　摘　要：目的　探讨 Ｈ２Ｏ２ 诱导淋巴细胞氧化损伤对其微核率的影响。方法　采用１０、５０、１００、１０００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 诱导静息

期淋巴细胞ＤＮＡ损伤；体外培养淋巴细胞，有丝分裂原刺激其进入细胞周期，于培养不同时间点加入１０００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 诱导

ＤＮＡ损伤，常规培养法检测微核率的变化。结果　各实验组微核率并无明显变化。结论　Ｈ２Ｏ２ 可以诱导淋巴细胞ＤＮＡ损伤，

但对微核的形成无影响，可能与ＤＮＡ损伤类型及快速修复有关。
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　　电离辐射和化学因素是职业性肿瘤最常见的致病因素，其

中大部分可疑致癌物已通过动物诱癌试验或体外试验证实具

有损伤基因组ＤＮＡ、诱导染色体畸变及致突变的能力。淋巴

细胞微核的形成与基因组ＤＮＡ损伤有关，职业致癌因素暴露

引起作业人员微核率及染色体畸变率升高的报道很多［１］。

电离辐射可通过直接作用造成ＤＮＡ链断裂，还能使细胞

质电离产生包括活性氧在内的多种自由基，间接造成ＤＮＡ氧

化损伤。苯及其代谢产物具有明显的遗传毒性，苯在体内代谢

过程中可以产生多种自由基［２］。砷、铅、铬、镉等重金属的遗传

毒性作用被证实与活性氧簇部分相关［３］。ＤＮＡ氧化损伤、基

因突变与致癌的相关性已得到学者的公认。Ｈ２Ｏ２ 体外可直

接诱导多种细胞ＤＮＡ的氧化损伤，不同来源细胞，其ＤＮＡ氧

化损伤的敏感性及自我修复能力不同，彗星电泳可以快速检测

ＤＮＡ磷酸二酯键断裂情况
［４］。淋巴细胞微核主要来自于分裂

中期染色体折叠包装过程产生的无着丝粒断片，相比单细胞电

泳，反映的是ＤＮＡ损伤的远期效应，本文拟初步探讨Ｈ２Ｏ２ 诱

导淋巴细胞氧化损伤对其微核率的影响。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＰＲＭＩ１６４０培养基为Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品；

胎牛血清购自杭州四季青；植物血凝素ＰＨＡ购自广州达晖公

司；秋水仙素为Ｓｉｇｍａ公司产品；低溶点琼脂糖为 Ａｍｒｅｓｃｏ公

司产品；ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染料购自上海生工公司；其他试剂为国

产分析纯。ＣＯ２ 细胞培养箱（美国ＳＨＥＬＬＡＢ３５１７２型）；恒

温水浴槽（上海精宏 ＤＫ６００型）；水平转子低速离心机（Ｔｈｅｒ

ｍｏＳＴ４０）；ＤＹＹ２Ｃ电泳仪及 ＤＹＣＰ３１ＤＭ 电泳槽（北京六

一）；ＢＸ５１荧光显微镜（日本ＯＬＹＭＰＵＳ）。

１．２　血细胞处理　静脉血样采自３名健康成年男性（１８～２６

岁），肝素钠抗凝，ＰＢＳ洗涤３次（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），去除血

浆成分，等体积ＰＢＳ悬浮制成血细胞悬液（１０６／ｍＬ），４℃保存

备用。

１．３　Ｈ２Ｏ２ 诱导静息期淋巴细胞损伤　５００μＬ血细胞悬液加

入终浓度为０～１０００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２，诱导基因组ＤＮＡ损

伤，取５０μＬ进行单细胞凝胶电泳分析，剩余细胞悬液按下述

方法培养并分析微核率变化。

１．４　单细胞凝胶电泳　取１００μＬ０．５％正常熔点琼脂糖滴加

在磨毛的载玻片上，盖玻片压平，４℃固化制成底层胶；移去盖

玻片，５０μＬ待测细胞液与５０μＬ１．０％低熔点琼脂糖混匀，铺

于底层胶上，盖玻片压平后４℃固化；移去盖玻片，置于ｐＨ１０

碱性裂解液（２．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ，１％肌

氨酸钠，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１％ ＴｒｉｏｎＸ１００，１０％ ＤＭＳＯ）

于４℃裂解２ｈ；滤纸吸尽裂解液，置于４ ℃碱性电泳液

（１ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ，３０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ，ｐＨ１０）解旋 ４０

ｍｉｎ，２０Ｖ、２００ｍＡ电泳２０ｍｉｎ；中和后ＧｏｌｄＶｉｅｗ染色，荧光

显微镜下随机观察５０个细胞，计算拖尾细胞百分数。

１．５　细胞培养及制片　血细胞悬液接种于４ｍＬ含２０％胎牛血

清、１０μｇ／ｍＬＰＨＡ的ＰＲＭＩ１６４０培养液中，细胞培养及微核制片

方法参照文献［５］。培养７２ｈ后，离心收获细胞，０．０７５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ

于３７℃水浴低渗处理２～３ｍｉｎ，经清洗、固定并制片，每片油镜下

计数１０００个已转化的淋巴细胞，并计算微核率。

１．６　Ｈ２Ｏ２ 诱导不同细胞周期淋巴细胞损伤　微核的形成与

细胞周期有关，０．４ｍＬ全血接种于４ｍＬ含２０％胎牛血清、１０

μｇ／ｍＬＰＨＡ的ＰＲＭＩ１６４０培养基中，静息期淋巴细胞在有丝
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分裂原ＰＨＡ刺激下活化增殖，在培养进行至０、１２、２４、３６、４８、

６０ｈ时分别加入１０００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２，继续培养至７２ｈ，并

制片分析，考察 Ｈ２Ｏ２ 诱导处于不同细胞周期淋巴细胞ＤＮＡ

损伤是否对微核形成产生影响。

２　结　　果

２．１　静息期淋巴细胞氧化损伤对微核率的影响　Ｈ２Ｏ２ 可以

诱导静息期淋巴细胞ＤＮＡ氧化损伤，并呈一定的量效关系，

但微核率并没有随着ＤＮＡ损伤程度的加大而上升。当 Ｈ２Ｏ２

剂量达到１０００μｍｏｌ／Ｌ时，彗星细胞率高达７７．６％，微核率与

未处理组相比差异依旧无统计学意义（犘＞０．０５），结果见图１。

图１　　淋巴细胞经 Ｈ２Ｏ２ 处理后ＤＮＡ氧化损伤率及微核率

２．２　不同细胞周期淋巴细胞氧化损伤对微核率的影响　外周

血淋巴细胞经ＰＨＡ刺激后进入细胞周期，为考察处于不同细

胞周期的淋巴细胞ＤＮＡ氧化损伤对微核形成的影响，实验组

分别在培养进行到０、１２、２４、３６、４８、６０ｈ时加入１０００μｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２Ｏ２，和对照组相比，微核率并无显著变化（结果未列出）。此

外，本组也考察了在培养过程中每隔１２ｈ连续加入１０、５０、

１００、１０００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２。连续添加高浓度 Ｈ２Ｏ２（１００、１０００

μｍｏｌ／Ｌ）造成淋巴细胞转化率下降，病死率上升，低浓度 Ｈ２Ｏ２

（１０、５０μｍｏｌ／Ｌ）的连续添加并未显著影响细胞生长，但微核率

也未出现明显变化。

３　讨　　论

Ｈ２Ｏ２ 是最常用的ＤＮＡ化学诱裂剂，在不考虑酶解的情

况下，Ｈ２Ｏ２ 可以快速穿过细胞膜直达细胞核，从而造成ＤＮＡ

单链断裂及碱基的氧化损伤［４］。损伤严重的细胞易发生凋亡，

而损伤轻微的细胞在修复失败或发生错误修复时可能导致基

因突变，氧化应激等造成的ＤＮＡ氧化损伤是肿瘤发生的重要

致病机制。

外周血淋巴细胞属于非增殖细胞，ＰＨＡ刺激淋巴细胞活

化增殖后，细胞代谢活跃，ＤＮＡ复制及修复相关蛋白表达增

强，ＤＮＡ损伤修复能力得到提高
［６］。Ａｎｄｒｅｏｌｉ等

［７］研究表明

和ＰＨＡ刺激的淋巴细胞相比，静息期细胞对苯毒性代谢产物

造成的ＤＮＡ损伤更敏感。马爱国等
［４］的研究发现静息期淋

巴细胞ＤＮＡ修复能力远低于其他高增殖率细胞株，但静息期

淋巴细胞对Ｈ２Ｏ２ 诱导的ＤＮＡ损伤敏感性较其他传代细胞株

要明显降低。这可能与不同细胞本身对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤的敏

感性及胞质内过氧化物酶体系、还原物质的种类和量有关。

目前普遍接受的微核理论是，ＤＮＡ损伤导致细胞有丝分

裂时染色体发生断裂，在细胞间期，丧失着丝粒的染色体片断

滞留在主核外形成微小染色质块。生理因素、化学诱变剂、电

离辐射、抗氧化因子缺乏等都与微核的形成有关［８］。微核率与

染色体畸变率在８０％化合物毒理学实验中证实具有良好的相

关性，微核实验经济、快速、简便，已成为广泛使用的遗传毒理

学实验之一［９］。本研究利用 Ｈ２Ｏ２ 诱导静息期淋巴细胞ＤＮＡ

的氧化损伤，单细胞凝胶电泳可以快速直观地反映ＤＮＡ链断

裂情况，但在随后进行的常规微核实验中并未发现微核率的升

高。同时本研究也考察了ＰＨＡ刺激淋巴细胞活化进入细胞

周期，不同时间点加入 Ｈ２Ｏ２ 诱导ＤＮＡ损伤，微核率也未升

高。分析可能有两方面的原因：一方面有丝分裂原刺激淋巴细

胞活化，ＤＮＡ合成及修复能力大大提高，损伤部位得到快速修

复；另一方面，不同于电离辐射以造成ＤＮＡ双链断裂这一严

重的损伤形式为主，氧化剂主要导致ＤＮＡ单链断裂，损伤正

确修复率大大提高。此外，ＤＮＡ单链断裂对微核形成的贡献

十分有限。
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［３］ ＨｅｉＴＫ，ＬｉｕＳＸ，ＷａｌｄｒｅｎＣ．Ｍｕｔａｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆａｒｓｅｎｉｃｉｎｍａｍｍａｌｉ

ａｎｃｅｌｌｓ：Ｒｏｌｅｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＰＮＡＳ，１９９８，９５（１４）：

８１０３８１０７．

［４］ 马爱国，ＣｏｌｌｉｎｓＡＲ，ＳｕｓａｎＪＤ，等．不同细胞ＤＮＡ氧化损伤及自

身修复能力的分析［Ｊ］．癌变·畸变·突变，１９９７，９（３）：１３８１４２．

［５］ 惠长野，刘征宇，高朝贤，等．外源脱氧核苷酸对淋巴细胞ＤＮＡ辐

射损伤修复的影响［Ｊ］．职业与健康，２０１２，２８（１０）：１２１１１２１２．

［６］ 陈鸿书，彭家和，李蓉芬，等．ＰＨＡ刺激对淋巴细胞修复ＤＮＡ损

伤的影响［Ｊ］．生物化学杂志，１９８５，１（３）：３９４７．

［７］ ＡｎｄｒｅｏｌｉＣ，ＬｅｏｐａｒｄｉＰ，ＣｒｅｂｅｌｌｉＲ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎ

ｈｕｍａｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｂｙａｌｋａｌｉｎｅｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｆｔｅｒ

ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｂｅｎｚｅｎｅｏｒｂｅｎｚｅｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ［Ｊ］．ＭｕｔａｔＲｅｓ，１９９７，

３７７（１）：９５１０４．

［８］ 杨明杰，曹佳，余争平．微核实验的分子生物学研究进展［Ｊ］．癌变

·畸变·突变，２０００，１２（４）：２３７２４１．

［９］ ＭｉｌｌｅｒＢ，ＰｏｔｔｅｒＬｏｃｈｅｒＦ，ＳｅｅｌｂａｃｈＡ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎ

ｖｉｔｒｏｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｔｅｓｔａｓａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｔｏｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｃｈｒｏｍｏ

ｓｏｍａｌａｂｅｒｒａｔｉｏｎａｓｓａｙ：ｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧＵＭ ｗｏｒｋｉｎｇｇｒｏｕｐｏｎ
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［５］ 陈华，刘伟，程洁，等．人类巨细胞病毒感染对血管平滑肌细胞脂

代谢相关基因表达的影响［Ｊ］．中南医学科学杂志，２０１３，４１（１）：

１７２０．

［６］ 赵冬，刘静．中国心血管病：负担持续上升，预防任重道远［Ｊ］．中

华心血管病杂志，２０１２，４０（３）：１２．

［７］ 王瑛，赵冬．心血管疾病终生风险的研究现状［Ｊ］．中华心血管病

杂志，２０１３，４１（６）：５２４５２６．

［８］ 李建军．心血管病进展与２０１１回顾炎症与冠状动脉粥样硬化性

疾病研究进展［Ｊ］．心血管病学进展，２０１３，３３（１）：１０１３．

［９］ 李玲芳，陈华，邬国军．人类巨细胞病毒感染对脐动脉血管平滑肌

细胞胆固醇代谢的影响［Ｊ］．第二军医大学学报，２０１１，３２（２）：１５０

１５４．
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