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工作场所化学物质 DNA 损伤的早期检测
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摘要: 化学物质的遗传毒性对人体的远期影响难以估量，因此，对 DNA 损伤进行及时检测，对损伤防治具有重
要意义。本文拟对目前常用的 DNA损伤检测方法进行简介及评价。

关键词: DNA损伤; 单细胞凝胶电泳; 微核试验; 姐妹染色体互换; 磷酸化组蛋白 ( γ-H2AX)
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Early detection of DNA damage by chemicals in workplace
ZHU Chao* ，HAN Xue-lian，YUAN Cui-ying，ZHU Hai-zhen，ZHU Fang-yan

( * ． Jiangsu Provicial Research Institute of Safety Production Science，Nanjing 210042，China)

Abstract: The genetic toxicity of chemicals has long-term effects on human body，so the prompt detect of DAN damage
would be very important for the prevention of the further injury． This paper will give a brief introduction and assessment on the
commonly used DNA damage detection methods．

Key words: DNA damage; single cell get electrophoresis; micronucleus test; sister chromatid exchange; phosphorylated
H2AX ( γ-H2AX)

·662· 中国工业医学杂志 2013 年 8 月第 26 卷第 4 期 Chinese J Ind Med Aug 2013，Vol． 26 No． 4



化学物质广泛存在于各行各业，遗传毒性是其对人体产

生危害的重要方面［1］，因此，需要选择灵敏高度、特异性强、
操作简便的 DNA 损伤检测方法，以在化学物质对人体造成不

可逆损害之前终止接触。本文拟对目前常用的 DNA 损伤检测

方法做一简介，以方便今后工作。
1 单细胞凝胶电泳 ( SCGE)

又称彗星试验，包括中性凝胶电泳和碱性凝胶电泳，其

中碱性电泳检测和应用范围更为广泛。在裂解液作用下，细

胞的生物膜被破坏，蛋白质、RNA 等成分扩散到细胞外，而

细胞核中的 DNA 由于分子量太大只能留在胞核中; 在碱性条

件下，DNA 双链解螺旋且碱变性为单链，如 DNA 受损发生断

裂，则断裂产生的 DNA 单链片段可以从细胞中释放出来，向

正极迁移，而未受损伤的 DNA 部分仍保留原位。经荧光染料

染色后，细胞核在原位形成一个明亮的头部，DNA 碎片形成

尾部，整体似彗星状。DNA 受损越严重，产生的断链和碱变

性断片越多，片段也越小，电泳表现为尾长增加和尾部荧光

增强。通过测定 DNA 迁移部分的光密度和迁移长度可以测定

单个细胞 DNA 损伤程度，并可以确定受试物的作用剂量与

DNA 损伤效应的关系。彗星细胞率、尾部 DNA 含量、彗星尾

长以及尾矩 ( 尾 部 DNA 的 含 量 与 尾 长 的 乘 积) 均 可 作 为

DNA 损伤的检测指标，目前多以尾矩作为 SCGE 定量分析的

主要依据。
SCGE 的优点是灵敏、快速、操作简便，无需复杂的仪器

设备，适用范围广，目前通常采用计算机图像系统对试验结

果进行分析，更为准确，且更适于大样本的人群监测。但因

其灵敏度高，也更易受试验条件影响，温度、凝胶浓度、细

胞悬液浓度、裂解时间、染色剂种类等都可能影响彗星试验

的结果。
2 微核试验 ( MNT)

当 DNA 损伤发生断裂，在细胞分裂期断裂产生的断片因

无纺垂体的牵引不能进入子核，可形成微核; 当染色体和纺

垂体连接发生障碍，或纺垂体的功能受损导致整条染色体的

丢失，使细胞分裂的后期丢失的染色体仍留在子细胞质内，

也可形成微核。根据不同的取材、体内试验、体外试验及不

同的培养方法，现已建立了多种 MNT。目前应用于职业暴露

人群监测的主要是人体外周血淋巴细胞微核试验直接测试法

及人体外周血淋巴细胞微核试验培养法［2］，近年来还建立了

流式细胞术 ( FCM) 微核检测。
MNT 快速、简便、干扰因素少，几乎所有的细胞都能观

察到微核，且检测速度快，人为干扰因素较少，具有分选功

能，对判定为含微核的细胞，可以分类检出并收集，人工证

实其真实性并计算其可置信度，但微核检出率相对较低，制

片、阅片的技术要求较高，假阳性问题也未得到有效解决，

限制了其应用。
3 姐妹染色单体互换 ( SCE) 检测

在 DNA 半保留复制过程中，核苷类似物 5-溴脱氧尿嘧啶

核苷( BrdU) 可以取代胸腺嘧啶核昔 ( T) 掺入新合成的 DNA
链。经历两个细胞分裂周期之后，中期染色体的两条姐妹染

色单体中，一条染色单体的 DNA 双链的 T 完全被 BrdU 取代，

而另一条染色单体的 DNA 双链中只有一条链含有BrdU。经吉

姆萨染色，两条 DNA 链都含有 BrdU 的单体染色较浅，而只

有一条含 BrdU DNA 链的单体染色较深。如姐妹染色单体之

间发生了互换，在互换处可见界限明显、颜色深浅对称的互

换片段。
SCE 灵敏、快速、简便，但由于其灵敏度高，影响因素

也较多，目前国内还没有公认的标准化方法，故不同的论文

报告中正常人对照组均值差别较大，甚至相差可达数倍。
4 γ-H2AX 检测

DNA 发生双链断裂时，组蛋白 H2AX 位于 C-端保守区域

内的 139 位丝氨酸迅速磷酸化形成 γ-H2AX，γ-H2AX 伴随

DNA 双链断裂的发生而出现，是 DNA 双链断裂的一个标志。

其作用是在断裂位点募集损伤修复相关蛋白，这一过程可在

几分钟之内完成，当 DNA 完成修复，γ-H2AX 也随之消失。

人体内 DNA 损伤和修复存在动态平衡，所以 γ-H2AX 检测

DNA 损伤具有即时性。
Toyooka 等的研究表明［3］，H2AX 磷酸化形成的 γ-H2AX

是 DNA 双链断裂的早期事件，在苯并芘和紫外线 A 共同作用

下的 CHO-K1 细胞，能明显诱导形成 γ-H2AX，并具有剂量依

赖关系; 甚至在没有改变细胞生存率的低浓度下就可以检测

到 γ-H2AX。对于职业性铅接触［4］、正己烷接触［5］、混苯接

触［6］，流式细胞术 γ-H2AX 分析法均能检测出 DNA 损伤。
FCM 检测 γ-H2AX 作为 DNA 双链断裂的早期效应指标特

异性强、敏感性高、操作简单、可用于现场大样本检测，但

相 对 上 述 几 种 方 法，仪 器 要 求 较 高。目 前，Western blot-
ting［7］、免疫荧光法［8］等也已应用于 γ-H2AX 的检测。
5 四种方法的比较

目前化学物质遗传毒性检测方法众多，但还存在许多尚

未解决的问题，如不同检测方法的灵敏度与相关性、检测方

法的标准化、检测效应物与致癌性之间的关系等，均有待进

一步探讨。
5. 1 检测方法的标准化

在目前常用的上述方法中，只有 MNT 建立了国际统一的

研究方法，SCGE 及 SCE 均未建立统一的试验方法。即使对于

MNT，由于许多实验室并未采用国际标准，不同的技术条件

产生的结果往往不同，因而使实验结果有很大的不确定性，

不同试验室之间的记载常常难以进行比较。
5. 2 灵敏度比较

对于早期检测 DNA 损伤，灵敏度尤为重要，传统的检测

方法，如染色体畸变实验，已逐渐被更为敏感的方法所代替。
研究 证 明，苯 作 业 工 人 外 周 血 MN 增 高 早 于 白 细 胞 的

改变［9，10］。
对于目前常用的检测方法，哪种方法灵敏度更高，还存

在着不同意见。例如，SCE 检测的是姐妹染色体片段发生交

换，SCGE 检测的是 DNA 链断裂，MNT 检测的是至少持续一

个有丝分裂周期的 DNA 断裂或者丢失，因此，前两者应较微

核试验更为敏感。而 γ-H2AX 产生于 DNA 链断裂时，检测敏
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感性似更高。此外，对于不同的化学物质，引起的 DNA 损伤

不同，试验方法的敏感性也不同。施健等［11］对职业接触甲醛

人群的研究发现，在低浓度 ( 0. 5 mg /m3 ) 甲醛接触情况下，

SCGE 检测较 MNT 具有更高的灵敏度。在苯的体内遗传毒性

研究中，SCGE 比 MNT、姐妹 SCE 敏感。检测由吸烟、过度

体育活动引起 DNA 改变的研究中发现，SCGE 比 SCE 和 MNT
敏感。在对废品处理站工人进行比较性的生物监测研究中，

彗星参数显著增加，而 SCE 率没有改变; 对检测接触苯并

( a) 芘人群遗传损伤时，SCE 是首选指标，其次是 MNT 和染

色体畸变率; 而在检测环磷酰胺引起的人淋巴细胞 DNA 损伤

时，SCGE 的敏感性仅为 SCE 试验的 1%［12，13］。胡小军等［14］

的研究发现，FCM 检测 γ-H2AX 对铅低暴露组 DNA 损伤水平

敏感性高，DNA 损伤水平与铅暴露工人工龄无相关性，说明

γ-H2AX 抗体识别 FCM 检测 DNA 损伤具有即时性。刁汇玲

等［15］的研究表明，0. 1、1、5 和 20 mg /L 的 2-乙酰氨基芴都

可使中国仓鼠 CHL 细胞核内 γ-H2AX 焦点数量及有γ-H2AX焦

点生成的细胞数量增加，但只有 20 mg /L 2-乙酰氨基芴处理

的细胞才出现明显的彗尾增长及有彗尾的细胞数量增加。Yu
等［16］实验发现，与 SCGE 相比，γ-H2AX 抗体识别 FCM 可以

检测更低剂量毒物所致 DNA 损伤。因此，对于不同的化学物

质，按照其毒性作用，采用不同的检测方法或者几种方法结

合，可能更加准确有效地检测其引起的 DNA 损伤。
5. 3 检测效应物与致癌的相关性

根据实验原理不同，不同的试验方法检测 DNA 损伤类型

不同，其致癌性也不同。而检测化学物质的遗传毒性，最终

目的是为了防止其致癌。例如，有观点认为不产生断片的稳

定染色体结构改变 ( 如平衡易位) 对致癌更有意义。近年的

观点认为，突变并不是致癌的充分条件，稳定的突变也不一

定致癌。此外，DNA 损伤大部分能够进行修复，如王怡净

等［17］的研究发现，WTK1 和人外周血淋巴细胞两种细胞表达

培养 20 h 后，甲磺酸甲酯和叠氮钠诱发的 DNA 损伤程度明显

下降，说明修复有效，DNA 双链断裂的遗传信息将不会传递。
吸烟、过度体育运动［18］等也可以引起 DNA 损伤。因此，并

不能以灵敏度作为考察化学物质遗传毒性早期效应检测方法

的唯一标准，检测效应物与致癌的相关性也是重要指标。
目前，科学家们正在探索新的 DNA 损伤检测方法。例

如，荧光原位杂交技术 ( FISH) 与彗星实验或微核实验结合

研究彗星和微核的形成，能检测有毒物质是引起染色体断裂

还是丢失，并判断哪条染色体断裂或哪段产生微核。抗着丝

粒抗体染色技术，FISH 与 MNT 结合，能更准确、经济地分析

微核及其来源，获取诱导微核的化合物性质［19］。此外，碱性

磷酸酶、8-氢脱氧鸟苷、热应激蛋白 Q 及其抗体、抗氧化物

酶系统、苯氧化物-血红蛋白加合物等［20，21］生化指标的检测也

被认为是职业接触化学物质遗传毒性早期效应可能的检测方

法［20］。多种方法的结合，对于分析化学物质所致 DNA 损伤、
阐明肿瘤发生机制和危险度评价等将产生重要影响。
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