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　　摘要:采用转化细胞灶法 , 观察煤焦油致小鼠肺成纤维

细胞的形态学转化 , 并以刀豆球蛋白 A凝集实验进一步验证

其转化活性。 结果煤焦 油剂量为 0.1μg/ml、 1.5μg/ml、

22.5μg/ml的转化率分别为 7.80%、 9.88%、 12.06%, 煤焦

油处理的 NIH/3T3细胞均可与刀豆球蛋白 A发生凝集反应。

提示煤焦油具有细胞转化活性。
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煤炭作为我国的基础能源和重要原料 , 在国民经济中具

有重要的战略地位。煤焦油不仅可以引起接触性皮炎 、 毛囊

炎 、 脓疱性或角囊肿反应 [ 1] , 而且还可以引起癌症。煤焦油

的成分比较复杂 , 主要成分为多环芳烃 , 已有研究证实多环

芳烃是导致焦炉工肺癌的主要原因 [ 2, 3] 。研究表明煤焦油可对

体外培养的小鼠 NIH/3T3细胞产生毒性 , 并抑制细胞生长 ,

降低线粒体代谢活性 [ 4] 。炼焦工人接触的煤焦油是否具有细

胞转化活性的生物学效应 , 尚未见报道。本研究着重检测煤

焦油的细胞转化活性 , 同时 , 为从其他生物学特征方面为细

胞转化充实客观证据 , 进行了刀豆球蛋白 A(ConA)凝集实

验。本研究旨在为煤焦油的致癌危险性以及炼焦工人肺癌的

病因学研究提供新的实验室证据。

1　材料与方法

1.1　材料

NIH/3T3细胞接种于含 10%RPMI1640培养液中 , 在 37

℃、 5%CO2培养箱中培养 , 0.02%EDTA消化 , 传代 , 备用。

将煤焦油 (采自某炼焦厂)配成浓度为 56.25mg/ml的溶液

25 ml, 4 ℃保存 , 备用。试剂:DMSO(Sigma公司产品),

小牛血清 (Gibco公司产品), RPMI1640培养粉 (天象人生

物工程有限责任公司), 刀豆球蛋白 A(Sigma公司产品), 苯

并(a)芘 [日本光纯药工业株式会社 , B(a)P] , 配成浓度为

1mg/ml的贮备液 , 4 ℃保存 , 备用。

1.2　方法

1.2.1　细胞的制备　取进入指数生长期的 NIH/3T3细胞 ,

制成悬液。浓度为 1×105个 /ml, 接种于 25ml培养瓶中 , 共

分 5组 , 每组 6瓶 , 3瓶用于转化灶的判定 , 另 3瓶用于ConA

凝集实验 , 每瓶接种 1.8 ml, 培养 24 h后 , 加入不同浓度的

受试物 , 使其终浓度分别为 0.1、 1.5、 22.5 μg/ml, 同时设

阴性对照组加入等体积的 5 μl/ml的 DMSO稀释液 , 阳性对照

组加入等体积的 B(a)P, 终浓度为 1μg/ml。染毒 24h后终止

染毒并更换培养液 , 此后每 3d换培养液 1次 , 至第 21天终

止培养 , 细胞层以甲醇固定 10min, Giemsa染色 15min, PBS

冲洗 3次 , 倒置显微镜下观察 , 转化灶的判定采用 “第二届

全国细胞和组织培养专题讨论会” 通过的鉴定指标 [ 5]和 Dipa-

olo(1977年)提出的标准 [ 6] , 由两人认定。

1.2.2　ConA凝集实验　将 ConA配成浓度为 1mg/ml的贮备

液 , 在转化实验结束时 , 从各组取出 3个培养瓶 , 制备成细

胞悬液 , 向 24孔板的每孔中各加 0.1 ml细胞悬液 , 再分别加

入 0.1 ml不同浓度 ConA应用液 , 使各孔中 ConA的终浓度依

次为 500、 250、 100、 50和 0 μg/ml(空白对照), 混匀 , 显

微镜下观察凝集反应 。结果判定参考文献 [ 7] 。

1.2.3　统计学处理　全部数据采用 SPSS10.0统计软件进行

χ2检验。

2　结果

2.1　转化实验

阴性对照组在培养结束后 , 可见生长状态良好的正常细胞

灶。细胞灶外围区 , 细胞呈单层生长 , 束状 、规则 、无交叉和重

叠 ,无自发转化灶;B(a)P组有典型细胞转化灶形成 , 转化率为

18.27%, 煤焦油各剂量组可见有细胞转化灶形成 , 转化率分别

为 12.06%、9.88%、7.80%,转化灶外围区细胞生长紊乱, 交叉 、

重叠 ,细胞染色加深 ,核仁增加;阴性对照组转化率最低 ,阳性对

照组转化率最高。 χ2检验显示 ,煤焦油各剂量组 、阳性对照组与

阴性对照组细胞转化率差异有统计学意义(P<0.05),煤焦油各

组之间差异无统计学意义(P>0.05)。但煤焦油各剂量组之间

存在剂量-反应关系, 随着煤焦油浓度的增大 , 转化灶的形成率

也逐渐增加(见表 1,图 1)。

表 1　各受试物对 NIH/3T3细胞的转化实验结果

受试物
受试物浓度

(μg/ml)
接种瓶数

(个)
克隆数

(个)
转化灶数

(个)
转化率

(%)
煤焦油 0.1 3 282 22 7.80＊

1.5 3 172 17 9.88＊

22.5 3 199 24 12.06＊

B(a)P 1.0 3 186 34 18.28＊

DMSO 5μl/ml 3 133 3 2.26

　　与溶剂对照组相比 , ＊P<0.05 (χ2检验)
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图 1　各组 NIH/3T3细胞转化实验结果 (10×10)

2.2　ConA凝集实验结果

受试物与 ConA混匀 2 ～ 3min, B(a)P和煤焦油组即可见

絮状沉淀 , 15 min后凝集块呈现类圆形 , 细胞凝集块的大小

与 ConA浓度相关 , 相同受试物随着 ConA浓度的增加凝集反

应增强 , 随着煤焦油浓度的增加凝集反应增强 , B(a)P组出

现很强的凝集反应 , DMSO组未观察到细胞凝集现象 (见表

2)。

表 2　受试物处理的 NIH/3T3细胞与 ConA的凝集反应

受试物
受试物浓渡

(μg/ml)

细胞数

(×106 /ml)

ConA浓度 (μg/ml)

0 50 100 250 500

煤焦油 　 0.1 4.1 - - ± + +

　 1.5 4.1 - - + + ++

22.5 4.0 - + + ++ +++

B(a)P 　 1.0 4.2 - + ++ ++ +++

DMSO 　 5μl/ml 4.3 - - - - -

3　讨论

本教研室已对煤焦油的细胞毒性 、 DNA损伤进行过研究 ,

但对煤焦油的细胞转化作用 , 目前尚未见研究报道。本研究

所用受试物来自我省较大的炼焦生产厂家 , 研究煤焦油对体

外培养细胞的转化活性 , 可以为进一步探讨煤焦油的生物学

效应提供科学依据。此次实验中 , 所用阴性对照 DMSO终浓

度为 0.1%对细胞生长无影响 , 因 B(a)P是公认的致癌物 ,

故选择了 B(a)P作为阳性对照物。

阴性对照无自发转化灶形成 , B(a)P组和煤焦油对小鼠

NIH/3T3细胞有不同程度的转化活性 , 有数量不等的转化灶

形成 , B(a)P组转化率最高 , 煤焦油组的转化率次之 , 但随

浓度的增加转化率有增大的趋势 , 煤焦油各剂量组与阴性对

照组间差异有统计学意义 (P<0.05), 表明煤焦油能够诱发

体外培养的 NIH/3T3细胞发生形态转化。 为了进一步验证煤

焦油处理的 NIH/3T3细胞是否发生了转化或恶性改变 , 本次

采用 ConA凝集实验对煤焦油作用下的细胞转化活性的确认补

充了证据。

ConA凝集实验是目前检测转化细胞和肿瘤细胞最为常用

的方法 , 它与细胞恶性程度符合率很高 。膜表面的糖基和糖

蛋白结合 , 产生凝集反应 , 可从另一侧面反映转化或恶性细

胞的生物学特性 [ 8, 9] 。 ConA凝集实验通过测定细胞与 ConA凝

集反应的强弱反映细胞膜表面的糖基 、 糖蛋白数量是否增加 ,

进而可判定细胞是否发生转化。

本研究观察到 B(a)P和煤焦油处理的小鼠 NIH/3T3细胞

与 ConA均发生凝集 , 凝集程度呈现剂量 -反应关系。结果显

示 , 煤焦油对小鼠 NIH/3T3细胞具有转化活性 , ConA凝集实

验亦验证了这一结果。本研究可为进一步揭示炼焦工人肺癌

的病因提供科学依据 。
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　　摘要:取 Wistar大鼠 30只 , 随机分为对照组 、 低氟组 、

高氟组 、 低氟补锌组 、 高氟补锌组 , 每组 6只 , 分别饮用自

来水 (对照组), 100mg/L(低氟组和低氟补锌组)、 200mg/

L(高氟组和高氟补锌组)的 NaF溶液。 5个月后 , 低氟补锌

组 、 高氟补锌组在饮用含氟水中按 0.34 g/L的浓度加入牛磺

酸锌 (TZC), 继续喂养。 1个月后采用 ABC免疫组化法观察

大鼠大脑皮层神经元型一氧化氮合酶 (nNOS)阳性神经元的

变化。与对照组比较 , 各染毒组的 nNOS阳性神经元数目均明

显减少 (P<0.01), 且与染氟剂量呈量-效关系 (P<0.01);

与单纯染氟组相比 , 补锌组 nNOS阳性神经元数目明显增多

(P<0.01)。提示慢性氟暴露可抑制大鼠皮层 nNOS阳性神经

元的表达 , 牛磺酸锌对慢性染氟大鼠神经系统损害具有一定

的保护作用。
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目前 , 比较认同的氟中毒的机制之一是脂质过氧化对神

经系统的作用 [ 1] 。已有研究表明 , 锌具有抗脂质过氧化的作

用 [ 2, 3] 。为了有效预防和治疗氟中毒 , 观察了锌制剂对氟中毒

的拮抗作用 , 以为体内抗氟剂的选择和应用提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　动物分组

选用 6周龄的 Wistar大鼠 , 体重 (25±3)g, 由天津市

实验动物中心提供。共 30只 , 随机分为对照组 、 低氟组 、 高

氟组 、 低氟补锌组 、 高氟补锌组 , 每组 6只 , 分别饮用自来

水 (对照组), 100mg/L(低氟组和低氟补锌组)、 200 mg/L

(高氟组和高氟补锌组)的 NaF溶液 , 各组均普通大鼠饲料

(天津市军粮城动物饲料加工厂)喂养。 5个月后 , 低氟补锌

组交替饮用 100mg/L的 NaF溶液和 TZC溶液 , 高氟补锌组交

替饮用 200 mg/L的 NaF溶液和 TZC溶液 , 其他组不变 , 继续

饲养 1个月 , 饲养期为 6个月。

1.2　试剂

NaF(天津市化学试剂三厂产品 , 分析纯)用三蒸水配

成 100 mg/ml和 200 mg/ml的 NaF溶液。

1.3　实验方法

1.3.1　组织的制备　将染氟 6个月后的 Wistar大鼠经腹腔麻

醉 , 剪开胸腔 , 暴露心脏 , 由心尖部进针至左心室并剪开右

心耳形成灌注通道 , 同时快速灌注生理盐水 100 ～ 150 ml, 随

后灌入 4℃的 4%多聚甲醛 500ml, 于 30 ～ 40min完成 , 至大

鼠躯干 、 四肢僵直 , 肝脏变硬 。迅速断头取脑置于 4 ℃的 4%

多聚甲醛溶液中固定 6 ～ 9 h, 后移入 20%蔗糖溶液脱水 ,

12 h后沿矢状面切开脑组织 , 并于冰冻切片机内做连续冠状

冰冻切片 , 片厚约 50 μm, 0.01 mol/L的 PBS接片后进行

ABC免疫组化染色。

1.3.2　免疫组化染色 　切片移入 37℃Triton-H2O2 反应

30min, PBS缓冲液漂洗后以 3%正常羊血清封闭 30 min, 加

入 nNOS抗体 (1∶1 000 Vector公司), 4 ℃孵育 72 h, 漂洗后

加二抗孵育 60 min, ABC液 (1∶100 Vector公司)孵育 60

min, 漂洗后以 0.05%DAB～ 0.01%H2O2显色 , 镜下控制反

应强度 , 裱片 、 脱水 、 透明 、 封片。

1.3.3　结果观察及统计处理　各选取免疫组化染色对应断

面 、 结构完整并且染色效果好的皮层脑片 12张 , 镜下肉眼观

察并计数染色 nNOS阳性神经元。 结果均以x±s表示 , 统计

学方法采用单因素方差分析 (one-wayANOVA)及两两比较 q

检验 , SPSS11.0统计软件处理数据。

2　结果
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