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　　摘要:目的　探讨 DNA加合物作为氯乙烯作业工人的暴露生物标志物的可行性。方法　采用酶联免疫吸附法对
43名氯乙烯接触工人淋巴细胞中 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤含量进行测定。结果　相关分析和偏相关分析结果显示 ,

1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤含量与累积接触剂量存在相关关系 (P<0.05)。未发现年龄 、 性别 、 吸烟和饮酒对 1-氮-

6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤含量的影响。累积接触剂量 >23 740 mg组 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤含量显著高于 <8 150

mg组 , 趋势卡方检验结果显示 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤的形成与累积接触剂量存在明显的剂量-反应关系。结论　

1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤可作为氯乙烯暴露的接触生物标志物。
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Abstract:ObjectiveToexplorethepossibilityofDNAadducttobetheexposurebiomarkertovinylchloridemonomerin

workers.MethodsLevelsof1, N(6)-etheno(deoxy)adenosine(εdA)intheperipheralleukocytesweredeterminedbyenzyme-

linkedimmunosorbentassay(ELISA)in43 VCM-exposedworkers.ResultsSignificantcorrelationwasfoundbetweenεdAand

VCMexposurebycorrelationanalysisandpartialcorrelationanalysis(P<0.05).Effectsofgender, age, smokingandalcohol

drinkingonthelevelsofεdAwerenotfound.LevelsofεdAinworkerswithexposuredosemorethan23 740mgweresignificant-

lyhigherthanthatlessthan8 150 mg(P=0.006).DNAadductshowedsignificantlyincreasewithVCMexposuredosesasa

dose-dependantmanner.ConclusionεdAcouldbeabiomarkerofVCMexposureinworkers.
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　　氯乙烯 (vinylchloridemonomer, VCM)是一种

重要的化工原料 , 主要应用于合成聚氯乙烯 , 用于塑

料工业 。氯乙烯已被确定为人类致癌物 , 可导致人肝

血管肉瘤。流行病学调查提示氯乙烯可能是一种多系

统 、多器官的致癌剂 , 可诱发人类多种肿瘤 , 尤其是

肝细胞癌和肝脏以外的消化系统肿瘤等。

VCM在体内主要经 CYP2E1氧化为氯乙烯环氧

化物 (chloroethyleneoxide, CEO)。一部分 CEO直接

重排为氯乙醛 (chloroacetaldehyde, CAA), 经乙醛

脱氢酶 (ALDH)氧化为氯乙酸 , 再和谷胱甘肽硫转

移酶 (glutathioneS-transferases, GSTs)结合转化成

无毒物质排出体外。另一部分 CEO在 GSTs作用下失

去活性 , 排出体外
[ 1]
。研究发现 , CAA和 CEO都是

强烷化剂 , 可与 DNA和蛋白质等大分子物质结合形

成加合物。目前已知可形成的 4种 DNA加合物
[ 2]
:

7-(2′-氧代乙基)鸟嘌呤 、 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌

呤 、 3-氮-4-乙烯 (脱氧)胞嘧啶和氮 -2, 3-乙烯 (脱

氧)鸟嘌呤 。这些加合物可诱导 DNA或 RNA合成错

误 , 导致遗传物质损伤 , 进而启动致癌过程。研究表

明 , 血细胞 DNA加合物与毒物接触剂量或靶器官内

DNA加合物含量存在一定的相关性 , 并在一定程度

上反映个体暴露水平 , 提供与关键的细胞大分子反应

的确切剂量
[ 3]
。同时 , 尽管 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺

嘌呤 [ 1, N(6)-etheno(deoxy)adenosine, εdA] 含量

低 , 但其具有较强的前致突变性 , 且半衰期较长 、 修

复效率较低及在组织的含量有较好的稳定性的特性 ,

故本次研究选取血细胞中此加合物进行研究
[ 2]
。

本研究分析不同累积接触剂量工人外周血 DNA

加合物情况以及影响因素 , 探讨在目前接触条件下 ,

VCM能否对 DNA造成损伤 , 为研究 VCM的特异接

触生物标志物以及毒作用机制提供依据。
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1　对象与方法

1.1　研究对象

从上海某氯碱化工厂接触 VCM工人中 , 选择

VCM接触超过一年 , 并完整填写调查表及抽取血样

的工人为研究对象 , 剔除曾患乙肝 、 甲肝和血吸虫肝

病者 , 共获得符合条件的工人 43人 , 其中男 29名 、

女 14名 , 均为汉族。经知情同意 , 各研究对象采静

脉血 5 ml, 非抗凝处理 , -80℃冷冻保存 。

1.2　问卷调查

内容包括姓名 、 年龄 、文化程度等一般情况 , 吸

烟 、饮酒史 , 车间 、 工段 、现工种工龄等职业史 , 服

药史 , 肝炎和血吸虫病等病史 。

1.3　个人 VCM累积接触剂量估计

以工人每天实际接触 2h, 每月工作日平均 20d,

一个月总接触 2 400min计 , 计算公式:

累积接触剂量 =∑ (月接触 VCM平均浓度 ×

2400×肺通气量 ×70%÷1000)

男性肺通气量均值 6 500 ml/min;女性肺通气量

均值4 300 ml/min, 30%为无效腔。

1.4　DNA加合物检测

采用酚氯仿抽提法提取淋巴细胞基因组 DNA。

参考 LiY方法
[ 4]
检测 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤水

平 , ELISA板中每孔加入临时配制的 0.02ng/μlCAA-

DNA(氯乙醛-DNA)的 PBS液置 37℃培养箱 7h后 ,

加入 100 μlIBlock封闭液 , 置 37℃培养箱 90 min

后 , 每孔加入临时配制的 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌

呤标准溶液和 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤单克隆抗

体后放置 37℃培养箱 90 min后 , 加入 100 μl二抗稀

释液 , 最后在避光的条件下 , 每孔加入 100 μl的底

物 , 避光室温放置 30 min, 用 Wallace1420multilabel

counter检测。

1.5　统计分析

采用 SPSS12.0 (SPSSInc, Chicago, IL, USA)

进行数据分析。应用单因素方差分析和多因素线性回

归分析各影响因素对 DNA加合物的影响 , 应用协方

差分析不同累积接触剂量分组 DNA加合物的变化 ,

应用趋势卡方检验分析不同累积接触剂量分组 DNA

加合物异常率变化趋势。检验水准 α=0.05。

2　结果

2.1　研究对象一般情况

VCM接触工人中不吸烟者 24人 、吸烟者 19人。

不饮酒或少饮酒者 33人 、 饮酒者 10人。年龄 21 ～

51岁 (中位数 37岁), 累积接触剂量 460 ～ 67 450

mg(中位数 8 150 mg)。

2.2　1-氮 -6-乙烯(脱氧)腺嘌呤(εdA)与氯乙烯累积

接触剂量的关系

由图 1可见 , 氯乙烯职业接触工人的 εdA和累

积接触剂量呈正相关 (P<0.01), 随着累积接触剂

量的增加 , εdA含量增加 。

回归方程:DNAadduct(εdA) =2.67+0.06×

DOSE(r=0.392, P=0.009)

固定年龄 、 性别 、 饮酒和吸烟 4项指标后 , 对

εdA和累积接触剂量进行偏相关分析 。结果表明 ,

εdA与累积接触剂量正相关 (r=0.407, P=0.010)。

图 1　累积接触剂量和 1-氮-6-乙烯(脱氧)

腺嘌呤相关分析

2.3　氯乙烯职业接触工人 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌

呤影响因素分析

分别以性别 、年龄 、 饮酒和吸烟为自变量 , εdA

为应变量进行单因素方差分析 , 结果见表 1。
表 1　1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤影响因素单因素分析

　　　因素 人数
1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤

(ng/mgDNA)

性别 男 29 3.31±1.76

女 14 4.18±3.30

吸烟 不吸烟 24 3.70±2.89

吸烟 19 3.45±1.53

饮酒 不饮酒或少饮酒 33 3.73±2.42

经常饮酒 10 3.14±2.24

年龄 ≤37岁 22 3.26±1.89

>37岁 21 3.94±2.79

　　女性的 εdA水平高于男性 , 差异无统计学意义

(P>0.05)。年龄按中位数 37岁划分 , 分为≤37岁

和 >37岁两组 , ≤37岁组的 εdA含量为 (3.26±

1.89)ng/mgDNA, 而 >37 岁组的 εdA含量为

(3.94±2.79)ng/mgDNA, 差异无统计学意义 (P

>0.05)。未发现吸烟和饮酒对 εdA的影响 (P>

0.05)。
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以性别 、年龄 、 饮酒和吸烟为自变量 , εdA为应

变量进行多因素线性回归分析 。结果显示性别 、 年

龄 、吸烟和饮酒未对 εdA含量有显著影响 (见表 2)。
表 2　1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤影响因素多因素分析

变量 β SE(β) t值 P值

常数 1.577 2.779 0.568 0.574

性别 0.907 1.072 0.845 0.403

吸烟 0.337 1.022 0.330 0.743

饮酒 -0.253　 0.996 -0.254　 0.801

年龄 0.430 0.804 0.534 0.596

2.4　不同累积接触剂量组 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌

呤的变化

按照累积接触剂量将 VCM接触工人分为 <8 150

mg、 8 150mg～和 23 740mg～ 3组来观察不同累积接

触剂量水平下 εdA的变化 。从表 3可见 , 随着累积

接触剂量的增加 , εdA增加 , 当累积接触剂量大于

23 740 mg时 , εdA明显增加 (P=0.006)。
表 3　不同累积接触剂量组 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤含量

累积接触剂量

(mg)
人数

1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤

(ng/mgDNA)

<8 150 21 2.82±1.26

8 150～ 11 3.32±1.77

23 740～ 11 5.35±3.53＊＊

　　与 <8 150mg组比较 , ＊＊P<0.01

2.5　不同累积接触剂量组 1-氮 -6-乙烯(脱氧)腺嘌呤

异常率分析

根据数据分布情况 , 采用百分位数法制定各指标

参考值范围 , 以 <8 150 mg组人群 εdA水平的第

95%位数作为正常值上限 , 当个体 εdA水平小于该

值时 , 判为正常 , 否则为异常 。εdA的正常上限值为

5.21ng/mgDNA。各组的异常率见表 4, 随着累积接

触剂量的增加 , εdA含量异常率增高 , 表现出明显的

剂量-反应关系 (P=0.014)。
表 4　不同累积接触剂量组 εdA异常率比较

累积接触剂量

(mg)

正常

人数

异常

人数

异常率

(%)
趋势 χ2 P值

<8 150 20 1 5.00

8 150～ 10 1 9.10 6.000 0.014

23 740～ 7 4 36.36

3　讨论

致癌物的接触生物标志物主要有两种:致癌物与

DNA、 RNA或蛋白质等生物大分子的结合物和致癌

物在体液如血浆或尿液中的原型或代谢物 。许多化学

物在体内清除快 , 血浆或尿液等化学物及其代谢物含

量只能反映近期的接触情况 , 而 DNA、 RNA或蛋白

质等共价结合物相对稳定 , 可以反映数月或数年等较

长时间的实际接触量 , 因此可以作为反映机体长期接

触遗传毒性物质的生物标志物
[ 5, 6]
。

大量研究表明 , 氯乙烯代谢产物可与 DNA等大分

子物质结合形成加合物 , 如 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌

呤 , 进而出现致突变和致癌效应 。虽然 1-氮-6-乙烯

(脱氧)腺嘌呤含量低 , 但其具有较强的前致突变性 ,

半衰期较其他加合物长且修复效率较低 , 在组织的含

量稳定性较好。因此 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤相对

于其他 3种 DNA加合物代表性较好 , 故本研究选取淋

巴细胞中 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤进行检测 , 研究

其与累积接触剂量的相关关系 。结果表明随着累积接

触剂量的升高 , εdA含量增加 , 两者存在明显的相关

关系 (P<0.01)。以 <8 150 mg组人群 εdA水平的第

95%位数作为正常值上限 , 得出 εdA正常值范围为

(0.00 ～ 5.21)ng/mgDNA, 8 150 mg～组和 >23 740

mg组分别有 9.10%的工人和 36.36%的工人超出该限

值 , 趋势卡方检验 P<0.05, 说明 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)

腺嘌呤的形成与累积接触剂量存在明显的剂量-反应关

系 , 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤作为氯乙烯接触生物

标志物 , 可以较准确地评估工人氯乙烯接触剂量 , 而

且 DNA加合物比血浆或尿液中的毒物或代谢物的浓度

更能反映生物有效作用剂量
[ 7]
。

本研究以氯乙烯职业接触工人为研究对象 , 调查年

龄 、性别 、吸烟、饮酒等因素对外周血淋巴细胞 1-氮-6-

乙烯 (脱氧)腺嘌呤水平的影响。结果表明 , 年龄 、性

别 、吸烟 、饮酒均对 εdA水平无明显的影响。

随着年龄的增长 , 人体对 DNA损伤的修复能力下降 ,

以及 DNA损伤逐渐积累 , DNA加合物水平有所升高。但

本研究≤37岁组和 >37岁组 εdA含量差异无统计学意义 ,

DNA加合物含量主要受体内代谢状况 、 DNA损伤修复能

力等影响
[ 8 ～ 10]

, 可能氯乙烯实际接触量较低 , DNA损伤

还未大大超出机体 DNA损伤修复能力 , 机体尚能有效地

修复部分 DNA损伤 , DNA损伤未积累到一定水平 , 导致

年龄对 εdA水平无明显影响。此外还可能与研究对象大

多处于同一年龄段有关。

本次研究未发现吸烟和饮酒对 εdA水平产生明

显影响 , 可能与 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤主要是

接触氯乙烯而产生的 DNA加合物有关。大量饮酒和

吸烟可导致机体某些 DNA加合物如 8-羟基脱氧鸟苷

或 o-6-甲基脱氧鸟苷增加 , 但尚未有研究表明大量饮

酒和吸烟可以导致机体 1-氮-6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤

增加
[ 1, 2]
。此外男性和女性之间 εdA含量差异无统计

学意义 , 但有女性比男性含量高的趋势 , 男性与女性

生理功能或体内酶的表达和活性不同 , 从而机体对致
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癌物的代谢能力及对 DNA损伤修复能力有所不同 ,

可能会影响活性代谢产物及 DNA加合物的含量。本

研究未发现性别对 εdA水平产生明显影响 , 可能说

明导致机体产生 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤的氯乙

烯接触作用更加明显 。

综上所述 , 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤与氯乙

烯累积接触剂量存在相关关系 , 并随着累积接触剂量

的升高 , 接触工人 DNA加合物含量和异常率均增加。

本次研究初步探讨 1-氮 -6-乙烯 (脱氧)腺嘌呤与氯

乙烯暴露之间的关系 , 并初步表明 1-氮 -6-乙烯 (脱

氧)腺嘌呤可作为氯乙烯的接触生物标志物 , 但未

对其他 3种加合物与氯乙烯暴露之间的关系做进一步

研究。因此 , 应首先完善其余 DNA加合物的检测方

法 , 同时进一步开展大规模的氯乙烯接触人群分子流

行病学研究 , 筛选和确认可靠的接触生物标志物 , 更

好地保护氯乙烯接触工人的健康。
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