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氯乙烯染毒致小鼠 DNA损伤及对肝功能的影响
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　　摘要:目的　研究氯乙烯 (VC)对小鼠外周淋巴细胞 DNA的损伤作用及对肝脏功能的影响 , 探讨 VC所致损伤

的早期敏感监测指标。方法　32只雄性小鼠随机分成 4组 , 染毒剂量分别为 0, 10, 20, 40 mg/kg, 连续腹腔注射染

毒 4周 , 隔 2天染毒一次。 DNA损伤采用单细胞凝胶电泳实验 (彗星实验)法进行评价 , 并测定丙氨酸氨基转移酶

(ALT)、 天冬氨酸氨基转移酶 (AST)、 碱性磷酸酶 (ALP)以反映肝功能变化。 结果　染毒组小鼠外周淋巴细胞的

彗星率均高于对照组 (χ2 =251.17, P<0.01), 彗星细胞尾相值 (olivertailmoment, OTM值)亦显著高于对照组

(χ2 =557.760, P<0.01), 各染毒组与阴性对照的肝功能差异均无统计学意义。结论　本实验条件下 , 在未导致肝功

能变化时 , VC可导致外周淋巴细胞 DNA损伤。彗星细胞的损伤程度及出现率可作为氯乙烯所致外周淋巴细胞 DNA

损伤的早期监测指标。
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DNAdamageandliverfunctioneffectinmiceexposedtovinylchloride
ZHAOLi-jun, MAShi-wei, MAXiao-ming, YUEYu-mei, ZHANGChun-mei, CHENXi, TANGNai-jun

(SchoolofPublicHealth, TianjinMedicalUniversity, Tianjin300070, China)

Abstract:Objective　 Toinvestigatetheeffectsofvinylchloride(VC)onliverfunctiontestsandlymphocyteDNAin

mice.Methods　 32healthymalemicewererandomlydividedintofourgroups:10, 20, 40 mg/kgandcontrolgroup.The

miceweretreatedwithgaseousVCbyintraperitonealinjectionwithtwodayintervalfor4 weeks.Then, singlecellgelelectro-

phoresis(SCGE), ALT, ASTandALPexaminationswereappliedfordetectingDNAdamageofperipherallymphocytesandhe-

paticfunction.Results　 Thecometcellsratesinexperimentalgroupsweresignificantlyhigherthanthatofcontrolgroup(χ2 =

251.17, P<0.01), andthedifferenceinaverageOTM (Olivertailmoment)ofcometintheexposedgroupswassignificant

(χ2=557.760, P<0.01).However, therewasnosignificantdifferenceinchangesofliverfunctionbetweenexposedgroups

andcontrolgroup.Conclusions　 VCcancauseDNAdamageoflymphocytes, whichmightbeanearlymonitoringindexofthe

DNAdamageinducedbyVC.
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　　氯乙烯 (vinylchloride, VC)为无色略有芳香

气味的气体 , 在塑料工业中应用广泛 。在氯乙烯的

生产和使用过程中 , 操作及维修人员接触 VC后发

生各种职业损伤的事件不断攀升 。因此 , 研究当前

生产环境下氯乙烯对接触工人的损害 , 制定相应的

防护措施 , 对保护工人健康 , 提高生产效率具有重

大意义 。研究表明 , VC作用的主要靶器官为肝

脏
[ 1, 2]
。它已是确定的人类致癌物

[ 3]
, 在体内经细

胞色素 P450 2E1 (CYP2E1)等代谢酶代谢活化 ,

转化为活性中间代谢产物 ———氧化氯乙烯和氯乙

醛 , 它们为多功能烷化剂 , 可与 DNA结合形成加

合物 , 导致基因突变和细胞遗传学改变
[ 4, 5]
。本实

验通过研究 VC对小鼠不同时间染毒后的外周血淋

巴细胞 DNA的损伤
[ 6]
和肝功能的影响 , 探讨 VC所

致损伤的早期敏感监测指标 。

1　材料与方法

1.1　实验动物

昆明种雄性小鼠 32只 , 体重 25 ～ 35 g, 随机分

为 4组 , 每组 8只 。实验组以腹腔注射方式染毒 , 剂

量分别为 10 mg/kg(低剂量组), 20 mg/kg(中剂量

组), 40mg/kg(高剂量组), 染毒量 =小鼠体重 ×

染毒剂量 /氯乙烯密度 , 氯乙烯蒸气密度为 2.15g/L。

对照组给予清洁空气 。每隔 2日染毒 1次 , 持续 4

周 , 于第 4周最后一次染毒后第 3天处死动物 。

1.2　试剂与器材

正常熔点和低熔点琼脂糖 (Sigma公司)、 小鼠

淋巴细胞分离液 、 Triton-100、裂解液 、 EB溶液 、 蛋

白酶 K、 EDTA等。电泳仪 (DYY-7C型)、倒置荧光

显微镜 (IX-71, Olympus)、 VitalabSelectra-2型全自
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动生化分析仪。

1.3　彗星实验

1.3.1　细胞悬液的制备　染毒结束后 , 以摘眼球法

取血 1 ml, 低速离心分离血清并于 -20℃保存备用 ,

300μl血清用作肝功能检查 , 剩余血液用生理盐水稀

释 1倍后 , 加入到 2 ml小鼠淋巴细胞分离液中经离

心提取淋巴细胞 , 所得淋巴细胞用 PBS制备成细胞

悬液 , 4℃保存备用。

1.3.2　玻片制备　吸取 0.6%正常熔点琼脂糖 75μl

滴于预处理过的磨砂载玻片上 , 此为第一层;将 25

μl细胞悬液 (100个 /μl)和 75 μl低熔点琼脂糖混

匀 , 吸取此混合液 50 μl滴在第一层胶上 , 盖上盖玻

片 , 4℃冷藏 15min后揭去盖玻片。

1.3.3　电泳和染色　待胶凝固后 , 在避光条件下将

胶板置于 4℃的细胞裂解液中 1.5 h。裂解后胶板用

PBS冲洗 2次 , 25V, 250 mA, 低温避光电泳 20

min;电泳后胶板经中和液浸洗 10 min×2次 , 用 20

μg/mlEB染色 。

1.3.4　镜检和结果评价　染色胶板用蒸馏水冲洗

后 , 在倒置荧光显微镜下加以观察 , 未受损的细胞表

现为圆形荧光核心 (有头无尾), 受损细胞有彗尾伸

向阳极 , 形成一个亮的头部和尾部。每张胶板随机拍

摄 100个彗星图像 。由于电泳过程中胶片脱落 , 造成

低剂量组能计数的样本仅为 6个 , 其余组均为 8个。

用 CASP软件分析彗星图像 , 每张胶板计数 100个细

胞 , 计算出 OTM值 (即尾部 DNA占总 DNA的百分

比与头 、尾部中心间距的乘积 , 用来评价 DNA损伤

程度)和彗星细胞率 。

1.4　肝功能的测定

测定丙氨酸氨基转移酶 (ALT)、 天冬氨酸氨基

转移酶 (AST)、 碱性磷酸酶 (ALP)的活性 , 所用

试剂盒均购自北京中生北控生物科技股份有限公司 。

1.5　统计分析

SPSS11.5软件包处理数据 , 数据的分析采用秩

和检验和 χ
2
检验 。

2　结果

2.1　VC对小鼠外周血淋巴细胞 DNA的损伤作用

彗星实验结果显示 , 小鼠外周血淋巴细胞 DNA

未受损的细胞表现为圆形荧光核心 (有头无尾), 受

损细胞有彗尾伸向阳极 , 形成一个亮的头部和尾部

(如图 1箭头所指)。

实验结果表明 , 外周血淋巴细胞彗星细胞的出现

率分别为对照组 3%、 低剂量组 11%、 中剂量组

16%、 高剂量组 31%, 经统计 , 各染毒组与对照组

间的差异有统计学意义 (P<0.01), 见表 1。

　　未发生 DNA损伤 发生 DNA损伤

图 1　倒置荧光显微镜拍摄的彗星图片 (×200)

表 1　不同染毒剂量小鼠外周血淋巴细胞 DNA

损伤细胞数及百分率 (%)

组别 例数
细胞数

(n)

彗星

细胞

彗星出现率

(%)
χ2 值 P值

对照组 8 800 24 3

低剂量组 6 600 66 11＊ 251.17 0.0001

中剂量组 8 800 128 16＊

高剂量组 8 800 248 31＊

　　与对照组比较 , ＊P<0.01, 表 2同。

OTM值与染毒剂量相关分析表明 , 彗星细胞的

出现率与染毒剂量呈正相关 (r=0.602, P<0.01)。

与对照组相比 , 低 、 中 、 高剂量组 OTM值均高于对

照组 , 差异具有统计学意义 (P<0.01), 见表 2。
表 2　不同染毒剂量小鼠淋巴细胞 DNA损伤程度

组别 例数
OTM值

中位数 P25 ～ P75

χ2 值 P值

对照组 8 0.787 4 0.521 5 ～ 1.168 3

低剂量组 6 1.679 7 0.891 4 ～ 3.475 9＊ 557.760 0.001

中剂量组 8 2.005 8 1.032 1 ～ 3.704 5＊

高剂量组 8 5.212 3 2.805 0 ～ 9.712 5＊

2.2　肝功能的测定

如表 3所示 , 经方差分析 , 各实验组的代谢酶

ALT、 AST、 ALP活性与对照组相比 , 差异均无统计

学意义 。
表 3　不同染毒剂量组小鼠肝功能测定结果 (x±s)

组别 动物数 ALT AST ALP

对照组 8 45.63±4.39 118.50±19.33 21.25±5.40

低剂量组 8 51.50±12.39 130.63±12.79 22.38±13.52

中剂量组 8 56.00±10.21 132.38±12.47 22.63±5.31

高剂量组 8 54.57±13.77 131.29±16.37 21.71±9.85

F=5.19 F=1.35 F=3.78

　　注:F
0.05(3 , 28)

=8.62, P>0.05。

3　讨论

氯乙烯是重要的化工原料 , 是一种肝毒类物质 ,

现已肯定为致癌物。氯乙烯慢性中毒时由于在肝内解

毒而损害肝脏 , 并可引起中毒性肝病
[ 7, 8]
, 如长期接

触 , 可引起肝纤维化 (肝硬化)
[ 9]
, 少数病例可诱发

肝癌或肝血管肉瘤
[ 10, 11]

。有报道 VC与肝炎病毒对肝
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损伤有协同作用 , 易导致肝癌的发生
[ 12, 13]

。长期接

触氯乙烯 , 可以发生肝功能异常
[ 14]
、 神经衰弱综合

征 、雷诺综合征 、周围性神经病 、肢端溶骨征 、肝脾

肿大 、 血小板减少 , 少数出现肝血管肉瘤等
[ 15, 16]

。

VC在肝微粒体 CYP2E1
[ 17]
作用下发生环氧化反

应 , 转化为氧化氯乙烯。部分氧化氯乙烯可直接转化

成氯乙醛 , 氧化氯乙烯和氯乙醛均为强烷化剂 , 在代

谢过程中可与肝脏内蛋白质 、 DNA等大分子形成加

合物 , 引起 DNA碱基错配 , 使 DNA单链和双链断

裂 。正常情况下 , 机体具有一定的修复能力。若损伤

较轻 , 机体细胞可代偿修复 DNA损伤;如果损伤超

出机体的修复能力 , 则可导致 DNA损伤发生
[ 18, 19]

。

彗星实验也称单细胞凝胶电泳技术 , 是一种在单

细胞水平上检测 DNA损伤与修复的方法 , 已被广泛

应用于生物学 、 临床和毒理学等科研领域
[ 20]
。其中 ,

尾距 (OTM)作为彗星实验的评价指标能够更全面

地评价 DNA损伤程度 , 而单独以尾长或尾部 DNA%

作为分析指标则往往不能真实反映致损伤剂的剂量 -

效应关系
[ 21]
。 Vijayalaxmi等

[ 22]
认为 DNA损伤程度直

接与辐射剂量 、 接触时间 、电泳长度有关 , 因此将尾

距作指标具有一定价值。

本次实验发现 , 低 、 中 、 高剂量染毒组彗星细胞

的出现率与对照组相比差异有统计学意义 , 彗星细胞

出现率随染毒剂量的增加而增加。各染毒剂量组与对

照组间 DNA的损伤程度差异有统计学意义 , 表明氯

乙烯可导致 DNA损伤 , 彗星实验可作为氯乙烯健康

损害较为灵敏的筛检方法 。

另外 , 血清酶学检查是用来了解肝细胞是否受到

损害的最经济 、 实用的检测手段。因为肝脏是人体含

酶最丰富的脏器 , 酶蛋白含量约占肝脏总蛋白量的

2 /3。肝损伤后肝细胞内的酶类可释放到血液中 , 造

成血清或血浆中酶活性的异常升高 , ALT和 AST能

敏感地反映肝细胞损伤与否及损伤程度。因为肝脏中

转氨酶的浓度比血中高 1 000 ～ 5 000倍 , 在肝细胞坏

死 、细胞膜损伤时 , 转氨酶从肝细胞向血中释放。在

肝细胞内 ALT主要分布于细胞浆水溶相中 , 而 AST

主要分布于线粒体 , 少数分布于胞浆水溶相。当肝细

胞变性 、细胞膜通透性增加时 , 从细胞内逸出的主要

是 ALT, 而当肝细胞严重病变 、 坏死时 , 线粒体内

AST便释放出来
[ 23]
。然而 , 本次亚急性染毒实验 ,

各染毒剂量组的肝功能指标与对照组间差异无统计学

意义 , 提示肝功能临床指标尚不能很好地反映氯乙烯

引起的早期损伤 。

本次实验为亚急性染毒 , 在肝功能指标尚未发生

明显改变时 , 外周血淋巴细胞 DNA已经出现损伤表

现 , 外周血淋巴细胞彗星细胞率及 DNA损伤程度检

测可考虑作为氯乙烯损害的早期检测指标 。
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·病例报道·
药物及慢性乙醇中毒致铁粒幼红细胞贫血 2例报告

Twocasesofsideroblasticanemiacausedbydrugsandchronicalcoholism

王小清 , 岳宏微

(阜新矿业集团劳动卫生职业病防治所 , 辽宁 阜新　123000)

1　一般情况

2例均为男性 , 采煤工人 , 年龄分别为 30岁 、 45岁。例

1在井下采煤多年患有类风湿关节炎 9年余 , 常年服用各种抗

风湿类药物 , 曾大量服用保泰松及氯霉素 、 止痛片等 , 长达 2

～ 3年。例 2自 20岁开始大量饮酒 , 每日 400 ～ 500ml, 持续

25年。

2　临床表现

2.1　2例均感头晕 、 嗜睡 、 耳鸣 、 乏力 , 稍动即感心悸 、 气

短 , 低热 (37℃左右), 食欲欠佳。例 2有慢性胃炎 , 常伴胃

痛 、 腹胀 , 餐后明显 , 时而伴牙龈出血。

2.2　查体:呈慢性贫血貌 , 精神欠佳 , 眼睑结膜及牙龈苍白

呈贫血状态。浅表淋巴结不大 , 无黄染 , 呼吸平稳 , BP120/

80mmHg, 100/60mmHg, 心音纯 、 心律齐 , 心率 98 ～ 110次

/min。两肺呼吸音正常 , 腹软 , 肝脾不大 , 未见其他异常体

征。

实验室检查:入院时查血象 , [例 1] WBC4.4 ×109 /L,

Hb47g/L, Plt23×109 /L。骨髓象改变 , 有核细胞增生明显活

跃 , 杆状核细胞及晚幼红细胞有巨幼样改变 , 内铁 91%、 环

铁 65% (有畸形 , 无核红细胞呈泪滴状及椭圆形)。染色体:

非整倍体化染色体断裂 (5号 、 7号及 19号)。 [例 2]

WBC2.6×109 /L, Hb20 g/L, Plt118×109 /L。骨髓象有核细

胞增生活跃 , 晚幼及杆状细胞可见巨幼样改变 , 内铁 94%、

环铁 30%。染色体:46xg同时存在整倍体改变 , 45 ～ 48偶见

8号一体现象。

3　治疗

2例患者确诊为继发铁粒幼红细胞贫血。入院后给予维生

素 B6 30mg, 每日 3 次口服治疗 , 同时静脉滴注维生素

B6 300mg, 每日 1次 , 15 ～ 20d为一疗程。给予地塞米松 5mg,

氨肽素 、 康力龙及维生素D3 0.5μg, 每日 3次口服 , 予输血治

疗。治疗 2个月后复查血象 , 血红蛋白稍有回升 , 曾达 55g/L

及 85g/L, 但远期疗效较差。

4　讨论

4.1　铁粒幼红细胞性贫血分为遗传性及继发性 , 其外周血象

及骨髓中存在两种形态学不同的细胞群 , 本病可能是基因突

变的细胞膜增殖造成染色体异常。继发性铁粒幼红细胞性贫

血可由于各种药物 、 慢性乙醇中毒以及慢性炎症 、 肿瘤 、 白

血病 、 多发性骨髓瘤及 MDS等因素引起 , 多在中老年中发

病。本文 2例均在 30岁以后发病 , 且有长期服药和饮酒史 ,

故可排除遗传性因素 。

4.2　铁粒幼红细胞贫血是由于各种毒物损伤幼红细胞内的线

粒体 , 导致血红素合成障碍和对铁不能利用;同时因没有足

够的原卟啉与血红素结合而无法生成血红蛋白 , 造成骨髓幼

红细胞内铁增高 , 环铁出现。氯霉素可抑制骨髓细胞 RNA及

线粒体蛋白的合成 , 使血色素氧化酶合成发生障碍 , 因而引

起低色素性铁粒幼细胞贫血。一般单纯由药物引起本病少见 ,

可能因机体遗传或营养因素参与使药物与吡哆醇的拮抗作用

异常敏感而致基因突变 , 影响幼红细胞和铁粒幼细胞 , 但淋

巴细胞可不受影响 [ 1] 。严重的慢性乙醇 (酒精)中毒可能因

乙醇影响维生素 B6代谢及磷酸吡哆醛转化不足 , 而引起铁粒

幼红细胞性贫血 [ 2] 。

4.3　对本病的诊断必须做血清铁的检查 , 结果增高及骨髓内

细胞铁染色有细胞内铁及环铁超过 50%以上方可诊断。但需

与缺铁性贫血 、 混合性贫血 、 其他增生性贫血 、 溶血性贫血

加以鉴别。

4.4　本病在治疗过程中应大量使用维生素 B6 , 因在合成血

红素时需要一定量的维生素 B6 , 它可使磷酸吡哆醇和磷酸吡

哆胺转变为磷酸吡哆醛。
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