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　　摘要:目的　研究对苯二甲酸 (TPA)对 NIH-3T3 细胞间隙连接通讯 (GJIC)功能的影响。方法　采用噻唑蓝

(MTT)比色法及划痕标记示踪技术 (scrape-loading and dye transfer , SLDT), 以 0、 125 、 250 、 500 、 1 000、 2 000μg/ml的

剂量染毒细胞 , 同时设立溶剂对照及阳性对照 , 观察 TPA对 GJIC 的影响。结果　TPA对细胞 GJIC 功能抑制随着染毒

剂量增大和染毒时间延长而逐渐增强 , 呈现剂量-效应和时间-效应关系 , 在 250 μg/ml或更高剂量染毒 1 h 或更长时间

时 , 细胞 GJIC功能被明显抑制 , 在染毒 8 h时各剂量组细胞 GJIC 功能抑制效应均最显著;去除 TPA 后 , GJIC 功能有

恢复倾向 , 但在12 h内仍不能恢复至正常水平;加入哺乳动物肝脏微粒体酶 (S9)能加重 TPA 对细胞 GJIC 功能抑制

作用。结论　TPA原形及其代谢产物对NIH-3T3细胞 GJIC 功能均具有抑制作用。
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Abstract:Objective　To assess the effect of TPA on GJIC function of NIH-3T3 cell.Method TPA was added to NIH-3T3 cell

suspensions with the doses of 0 , 125 , 250 , 500 , 1 000 and 2 000 μg/ml respectively 24 h after culture , MTT assay and SLDT assay

were used for the detection of GJIC function.Result　TPA could inhibit GJIC function of NIH-3T3 cell , which was not only dose-

dependent , but also time-related;even at a dose of 250 μg/ml TPA , the obvious inhibition of GJIC function could still be observed 1

hour after administration , and the maximum inhibition occurred at 8 h after treatment of TPA.Although the inhibition of TPA on GJIC

function of NIH-3T3 was reversible after ceasing exposure to TPA , but it still kept a lower level within 12 h after administration.The

study also showed that the inhibition of TPA on GJIC function could be enhanced by the adding of S9 (microsome enzyme of mammal

liver).Conclusion　These results suggested that either TPA or its metabolites could inhibit the GJIC function of NIH-3T3 cells.
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　　对苯二甲酸 (terephthalic acid , TPA)用于合成聚

酯 、 涤纶 、塑料薄膜等 , 使用与生产十分广泛。早期

研究认为 TPA安全低毒 , 在人体内不经过代谢而从

泌尿系统以原形排出 , 在体内没有蓄积作用;已有的

试验结果证实 TPA 具有遗传毒性的可能性极小;在

整体动物实验中 , TPA所诱导的大鼠膀胱肿瘤可能与

结石机械刺激引起膀胱上皮的异常增殖效应有

关[ 1 ～ 3] 。本研究借助划痕染料示踪技术 (scrape-

loading and dye transfer , SLDT), 观察 TPA 对 NIH-3T3

细胞GJIC功能的影响 , 以探讨 TPA诱导膀胱肿瘤的

可能机制 。
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1.1　试剂和药品

　　对苯二甲酸仪征化纤集团公司提供;细胞培养液

RPMI 1640 Gibco 公司产品;噻唑蓝 (Thiazolyl blue ,

MTT)Sigma 公司产品;罗氏黄 (Lucifer yellow CH ,

LY) Sigma 公司产 品;佛 波酯 (12-o-tetradecanoy-

phorbol-13-acetate)Sigma 公司产品;S9 悬液江苏省药

检所提供;实验中其他试剂均为国产 , 分析纯 , 实验

用水为三蒸水。

1.2　仪器

德国 HERAEUS CO2 细胞培养箱 , 美国 CERES-

900酶标仪 , 美国 Beckman DU650型紫外分光光度计 ,

重庆光学仪器厂生产的 XDS-1型倒置生物显微镜。

1.3　细胞株

NIH-3T3细胞由南京医科大学病理生理教研室提供。

1.4　方法

1.4.1　TPA对 NIH-3T3 的毒性作用　配制合适密度

单细胞悬液 , 培养 24 h后分别加入含 TPA溶度为 0 、
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156.25 、 312.5 、 625 、 1 250 、 2 500 μg/ml 新鲜培养

液 , 同时设溶剂对照。染毒 24 、 48 、 72 h后测定各孔

OD值 , 计算各孔MTT 的还原量 。

1.4.2　细胞间隙连接通讯功能测定 　采用 EL-

Fouly[ 4]等提出的划痕标记染料示踪技术 , 并加以改

进。TPA 的染毒浓度为 0、 125 、 250 、 500 、 1 000、

2 000μg/ml , 同时以终浓度为 10 ng/ml的佛波酯为阳

性对照 , DMSO为阴性对照 , 每组设 3个平行样。每个

剂量组观察 40个点左右;荧光局限于划痕边缘单层细

胞者判为未传递为 (-), 1 ～ 2 层细胞有荧光者为

(+), 2～ 3层细胞有荧光为 (++), 3 ～ 4层细胞有荧

光为 (+++), 4层细胞以上有荧光为 (++++)。

1.4.3　统计方法　TPA不同染毒剂量或不同染毒时

间与细胞荧光传递层次的相关关系采用卡方检验中的

非零相关 (nonzero correlation , 双向有序属性不同)方

法检验 , 组间比较采用分割行列表后的卡方检验 , 取

Mantel-Haenszel卡方值 (χ2M-H)进行比较 。以上统计

方法均由 SAS统计软件完成。

2　结果

2.1　TPA对NIH-3T3细胞的毒性作用

光镜下见细胞呈单层生长 , 无崩解 、 悬浮 、 死

亡 , 细胞结构完整 , 细胞形态增大 , 细胞表面无明显

中毒颗粒。MTT 的还原量在 TPA 浓度较低及短时间

作用时反而增高;但随着染毒时间的延长及剂量的加

大 , 细胞生长有受抑制趋势 。在最大溶解度下未能得

到 IC50 。

2.2　TPA抑制NIH-3T3细胞GJIC功能的剂量-效应关

系

从表1 可见 , 阳性对照物佛波酯 (10 ng/ml)作

用 2 h后 , NIH-3T3细胞 GJIC功能明显受到抑制 (P

<0.01), 荧光集中在划痕的边缘 (见封三图 1), 溶

剂对照组细胞的GJIC 功能几乎不受影响 (见封三图

2), 但在较长时间的情况下 , GJIC 功能有一定的抑

制 , 与阳性对照组相比 , 差异有显著性 (P <0.01)。

在不加 S9时 , TPA在各时间点较低剂量 (250μg/ml)

时 , 细胞GJIC即出现明显的抑制 (见封三图 3 , P<

0.05或 P<0.01), 随着染毒剂量升高 , 抑制程度逐

渐加重 , 非零相关检验存在极显著性差异 (P <

0.01), 各剂量组在 8 h左右 , 抑制程度最为显著 。加

S9后 , TPA 在低剂量 (125 μg/ml)染毒 2 h , 细胞

GJIC水平即明显抑制且低于同剂量不加 S9组 (见封

三图 4 , P<0.01)。结果说明 , TPA 及其代谢产物对

GJIC均具有明显的抑制作用 , 随着剂量的增大 , 在

各时间点 , GJIC的抑制基本上趋于加重 , 剂量-效应

关系明显。

表 1　不同染毒剂量 TPA对 NIH-3T3 细胞GJIC 功能的影响 (n =31 ～ 40)

剂量 (μg/ml) 1 h
　　　　　　2 h　　　　　　

-S9 +S9

　　　　　　4 h　　　　　　

-S9 +S9
8 h 12 h

0 3.35 3.48 3.42 3.40 3.38 3.38 3.19

125 3.13 3.18 1.82## 3.05＊ 1.32## 1.75＊＊ 1.85＊＊

250 3.03＊ 2.75＊ 1.73## 2.58＊＊ 1.31## 1.95＊＊ 1.52＊＊

500 2.43＊ 3.23＊ 1.91## 2.67＊＊ 1.13## 0.98＊＊ 1.97＊＊

1 000 2.48＊＊ 2.60＊＊ 1.11## 2.08＊＊ 0.83## 0.50＊＊ 0.63＊＊

2 000 2.61＊＊ 2.68＊＊ 0.83## 2.00＊＊ 0.70## 0.28＊＊ 0.10＊＊

DMSO (10μl/ml) 3.42 3.50 3.60 2.97＊ 2.76＊＊

佛波酯 (10 ng/ml) 1.98＊＊■■ 0.85＊＊■■ 1.63＊＊■■ 0.13＊＊■■ 0.05＊＊■■

非零相关χ2 31.89 21.40 57.71 54.60 27.67 100.77 119.94

P值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

　　注:表中数据为 GJIC平均水平, 即将荧光传递强度 (-) ～ (++++)量化为 0～ 4后取平均值。

与同时段对照组比较 , ＊P<0.05 , ＊＊P<0.01;与同剂量组同时段的-S9组比较 , #P<0.05 , ##P<0.01;阳性对照与 DMSO 组比较 ,

■P<0.05 , ■■P<0.01。

2.3　TPA抑制 NIH-3T3细胞 GJIC功能的时间-效应关

系

选取 250μg/ml及1 000 μg/ml两个剂量水平在不

加S9情况下连续动态观察 12 h , 然后分别加入含同

样浓度的TPA及新鲜培养液 , 继续培养至 24 h 。结果

发现 , 250 μg/ml组在 2 h GJIC 即被抑制 (P <0.05 ,

见表2), 1 000μg/ml组在 1 h GJIC被抑制(P <0.01),

细胞 GJIC功能的抑制程度随染毒时间的延长而持续

加重 , 非零相关检验差异存在极显著性 (P <0.01 ,

见表 2)。若染毒 12 h后换以相同浓度的新染毒液 ,

继续培养至 24 h , 细胞 GJIC 的抑制程度有加重趋势;

换以不含TPA的新鲜培养液 , 细胞GJIC功能抑制程
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表 2　不同时间250μg/ml、 1 000μg/ ml TPA对 NIH-3T3 细胞GJIC 功能影响 (-S9)

时间

点(h)

观察细胞

　　(n)　　

Ⅰ Ⅱ

荧　光　传　递　情　况

　 　-　 　 　 　+　 　 　 　++　 　 　 　+++　 　　 　++++　 　

Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ

　

　　平均水平　　

Ⅰ Ⅱ

0 40 34 0 0 0 0 2 3 27 22 11 9 3.22 3.18
0.5 35 36 0 0 1 0 2 4 27 28 5 4 3.03 3.00
1 40 40 0 0 0 0 8 22 23 17 9 1 3.03 2.48＊＊

2 40 40 0 0 1 4 10 11 27 22 2 3 2.75＊ 2.60＊＊

4 37 36 0 0 2 9 11 16 18 10 6 1 2.58＊＊ 2.08＊＊

8 40 40 0 24 16 12 13 4 8 0 3 0 1.95＊＊ 0.50＊＊

12 31 38 1 17 18 18 10 3 3 0 0 0 1.52＊＊ 0.63＊＊

24a 30 36 0 19 18 15 5 2 1 0 0 0 1.03＊＊ 0.53＊＊

24b 30 33 1 0 10 2 19 19 0 11 0 1 1.60＊＊## 1.60＊＊##

　　注:Ⅰ代表 250μg/ml TPA , Ⅱ代表1 000μg/ml TPA;24 a 表示细胞染毒至 12 h时换相同浓度TPA新鲜染毒液 , 继续培养至 24 h;24 b 表示细

胞毒至 12 h时换不含TPA 新鲜培养液 , 继续培养至 24 h。非零相关χ2=88.97 , P<0.01。

与 0 h组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;24 a 与 24 b相比 , ##P<0.01。

度减轻 , 并有一定程度的恢复 , 与换新染毒液组比较

差异存在显著性 (P <0.01), 但抑制程度仍显著高

于0 h组 (P <0.01)。说明 TPA对 GJIC 功能抑制具

有明显的时间-效应关系 , 停止接触 TPA后 , GJIC 功

能具有一定的可逆性 (见图 5)。

图 5　不同剂量组在不同时间段对细胞 GJIC的影响

3　讨论

生物体内信号传递主要有两种方式:一种是信号

物质从特定细胞产生经过体循环作用于靶细胞;另一

种是细胞间隙连接通讯 (GJIC)。细胞间隙连接 (gap

junctions , GJs)是接触细胞之间 , 细胞膜形成的通道

结构 , 能将小分子信号物如 cAMP、 Ca2+等从一个细

胞的胞质内传递到另一个细胞 , 是组织或细胞群体内

信号传递的主要通道 , 它是细胞通讯的重要内容 , 通

过细胞间的离子和分子共享 , 发挥细胞增殖和转化控

制的重要调节作用[ 5] 。国外有学者利用电耦合技术 、

代谢协同试验和荧光染料示踪技术等多种方法 , 对多

种人和动物的肿瘤细胞及体外培养的肿瘤细胞的间隙

连接及细胞间隙连接通讯进行了大量的研究 , 结果发

现 , 大多数肿瘤细胞之间的 GJIC 降低或消失 , 而且

随着肿瘤细胞向恶性方向的进一步发展 , 细胞的间隙

连接功能进一步丧失
[ 6]
;正常细胞转化后的明显标志

是丧失接触性抑制 , 间隙连接通讯减少或消失
[ 7]
。在

许多病理条件下均涉及到细胞 GJIC功能的异常改变 ,

其中这种改变与细胞生长调控 、 转化和癌变 , 特别是

促癌之间的关系备受关注
[ 8 , 9]

。因此 , GJIC 的抑制已

成为非遗传性致癌剂及促癌剂检测中的一个重要手

段 。

根据现有的实验结果推测 , TPA或其代谢产物不

具有明显的非遗传毒性效应
[ 2 ,10]

, 非遗传机制

(epigeneticmechanism)可能在 TPA致癌过程中发挥重

要作用。近年来的研究表明 , 在 TPA 的慢性毒性实

验中 , 未检出膀胱结石的大鼠膀胱中也有肿瘤发生;

对膀胱和肾脏结石成分通过傅立叶变换红外光谱

(FT-IR)和旋转阳极 X衍射法进行分析 , 结果发现在

这两类结石中均含有亚硝基 (NO2
-)和对位取代苯

环两个基团
[ 11]
。在整体动物实验中观察到 , 染毒组

大鼠尿 Ca2+ 、Mg2+ 、 PO4
3-明显增高 , 尿 pH 显著下

降 , 且高剂量的 TPA可诱导大鼠产生泌尿系统结石

和膀胱癌 , 通过化学方法对结石的组分进行分析 , 发

现其主要成分为 CaTPA和Ca3(PO4)2
[ 12 ,13]

。种种迹象

表明 , TPA能使机体内的 Ca2+大量丧失 , 细胞钙稳态

遭到破坏 , 结果可能对细胞GJIC 功能产生直接或间接

地抑制作用。由于没有得到 TPA的 IC50 , 以 TPA最大

溶解度剂量为最高染毒剂量
[ 14]
, 在实验中发现 , 加入

S9的剂量组与同剂量组相比 , GJIC功能的抑制效应明

显增强 (P<0.01), 这可能与两方面原因有关:一方

面由于哺乳动物肝脏微粒体酶 (S9)中含有多种代谢

酶 , 在外来化合物代谢中起着重要的作用 , 在体外实

验中加入该活化系统 , 可以使一些间接致突变物产生

新的代谢产物 , TPA可能经过代谢产生新的物质 , 该

物质具有较TPA更强的抑制GJIC功能的能力;另一方
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面 , S9本身对培养细胞具有一定的毒性 , 在加入S9的

平皿中 , 有少许细胞悬浮 , 表面颗粒增多 , 细胞有轻

度受损 , 不能保持正常的融合状态 , 细胞之间的正常

连接必然受到影响 , GJIC势必受到抑制。

本实验中观察到 TPA 对 GJIC 抑制作用迅速且持

续加重 , 存在明显的剂量-反应和时间-反应关系 , 当

TPA剂量及染毒时间到了一定的极限 , GJIC功能的抑

制不再明显增加 , 在停止使用后 , 加入新鲜培养液 ,

细胞通过自我调节 , 有一定程度的恢复。TPA对细胞

GJIC 功能抑制的确切机制及其在 TPA致癌过程中的

作用尚待进一步研究 。
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起的外源性 CO侵入可能导致病理性信号传导通路的

持续紊乱 , 从而在时间 、 空间上造成多层次 、多环节

的病理性改变。

本实验摒弃原有的 、仅将 CO视作窒息性气体的

研究套路 , 将外源性 CO与新近发现的气态信使分子

NO 、 CO从生理学和毒理学角度进行了细致比较 , 并

引入NOS 、 HO等上述气态信使分子的合成酶系统作

为深入推进此一领域研究的新视角 , 从而使急性 CO

中毒分子机制的研究进入一个全新的领域 , 此一探索

可能具有重要的理论价值和实际意义 , 值得进一步追

踪拓展。
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对苯二甲酸对 NIH-3T3细胞间隙连接通讯功能的影响
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图 1　阳性对照组荧光传递局限在划痕边缘

(×40)

图 3　在1 000μg/ ml TPA 染毒 4 h 时荧光传递

情况(-S9 , ×40)

图 2　溶剂对照组荧光传递至4层以上(×40)

图 4　在1 000 μg/ml TPA染毒 4 h 时荧光传递

情况(+S9 , ×40)

丙烯腈对大鼠骨髓象 、血清 IL-2、G-CSF 、EPO含量的影响
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图 1　染毒后大鼠骨髓中性粒细胞核固缩 ,

核有突出物(油镜下)HE×400

图 2　染毒后大鼠骨髓中早期粒细胞增生

活跃(油镜下)HE×400


