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论著

不同烷基醛类对脱细胞⁃核 ＤＮＡ 影响的研究

李谦１ ，２，苏卿２ ，３，张文众２，贾旭东２，李宁２，张立实１
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摘　 要：目的　 研究甲醛、乙醛、丙醛、丁醛、己醛、戊醛对脱细胞⁃核 ＤＮＡ 的影响。 方法　 将甲醛、乙醛、丙醛、丁
醛、己醛、戊醛用缓冲液分别配制浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的溶液作为受试物；用羟自由基损伤的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模

型检测受试物与 ＤＮＡ 交互作用的能力；用未经羟自由基处理的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 模型检测受试物导致 ＤＮＡ 断裂的

程度。 两种模型均为每组 ６ 个平行板，处理时间均为 ６０ ｍｉｎ，用彗星实验检测 ＤＮＡ 拖尾情况，每张板用彗星分析软

件（Ｃｏｍｅｔ Ａ１ ０）分析 ５０ 个脱细胞⁃核 ＤＮＡ，组间差异用 ＳＰＳＳ １８ ０ 软件进行统计学分析。 结果　 经甲醛处理的脱

细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型无 ＤＮＡ 片段泳出；经乙醛处理的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型中 ＤＮＡ 片段泳出量明显低于对照

组；其他醛类对脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型的 ＤＮＡ 断片泳出量与对照组比较差异无统计学意义；所有醛类均未导致

未经羟自由基处理的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 模型的 ＤＮＡ 断裂。 结论　 甲醛和乙醛均可直接与脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片形成

加合物和 ／ 或产生 ＤＮＡ⁃ＤＮＡ 交联，且形成加合物和 ／ 或 ＤＮＡ⁃ＤＮＡ 交联的能力随醛类烷基数量的增加而减弱。

关键词：脱细胞 ＤＮＡ； 彗星试验； 醛类； ＤＮＡ 加合物
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　 　 室内空气污染是环境和健康科学研究的热点，造
成空气污染的醛类化合物属于挥发性有机化合物，由
于醛类化合物与人们的生产生活密切相关而受到研

究者的广泛关注。 甲醛、乙醛是环境中典型的醛类污

染物，其来源广泛、毒效应多，且是潜在的致癌物。 国

际癌症研究中心已经将甲醛列于 ２Ａ 组致癌物，乙醛

列于 ２Ｂ 组致癌物［１］。 甲醛的致癌机制包括能够引

起 ＤＮＡ⁃蛋白质交联、ＤＮＡ⁃ＤＮＡ 交联和形成 ＤＮＡ 加

合物［２ － ５］。 乙醛⁃ＤＮＡ 加合物的研究也已开展［６ － ８］。
一般认为甲醛的致癌机制是攻击 ＤＮＡ 分子上的鸟苷

Ｎ２ 位形成不稳定的希夫碱，然后由细胞内还原系统

还原成稳定的 Ｎ２⁃乙基⁃３’⁃脱氧鸟苷加合物［９］。 有研

究报道乙醛形成 ＤＮＡ⁃蛋白质交联和蛋白质加合

物［１０ － １２］。 杨丽娟等［１３］ 研究表明甲醛可直接与脱细

胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型中 ＤＮＡ 片段形成加合物和 ／或
ＤＮＡ⁃ＤＮＡ 交联。 本研究拟采用脱细胞⁃核 ＤＮＡ 模

型，研究不同醛类与 ＤＮＡ 的直接作用形式以及不同

醛类与 ＤＮＡ 作用之间的差别进行初步探索。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 主要仪器与试剂

ＮＩＫＯＮ ５５ｉ 荧光显微镜（中国尼康），低温高速离

心机，甲醛（ＡＲ）、乙醛（ＡＲ）、丙醛（ＣＰ）、丁醛（ＣＰ）、
戊醛（纯度为 ９８％）、己醛（纯度为 ９７％）均购自国药

集团化学试剂北京有限公司，细胞培养基 １６４０ 培养

液（美国 Ｇｉｂｃｏ），彗星实验高通量电泳平台、彗星实

验高通量试剂盒和彗星图像智能分析软件（Ｃｏｍｅｔ
Ａ１ ０）均购自北京博乐通生物科技有限公司。
１ ２　 方法

１ ２ １　 脱细胞⁃核 ＤＮＡ 的制作和储存

参照文献［１４］并进一步优化方法，选用未经处

理、生长状态好的淋巴瘤细胞（ＹＡＣ⁃１ 细胞），用 １６４０
完全培养基调整细胞浓度为 １０４ 个 ／ ｍｌ，将细胞悬液

１０ μｌ 细胞加入 ９０ μｌ １％低熔点琼脂糖，铺在已铺有

１％的正常熔点琼脂糖的载玻片上，并立即盖上盖玻

片，置 ４ ℃ １０ ｍｉｎ 固化，移去盖玻片，将载玻片浸没

于裂解液 （２５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＥＤＴＡ，
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ，１％ 肌酐酸钠，用 ＮａＯＨ 将溶液调至

ｐＨ ＝ １０，用前加入 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，１０％ ＤＭＳＯ），
４ ℃下避光裂解 １ ５ ｈ，裂解液用前放入冰箱 ４ ℃
３０ ｍｉｎ，经裂解去除细胞的细胞膜与核膜，做成细胞

核 ＤＮＡ 板。 该细胞核 ＤＮＡ 板的包埋剂可维持细胞

核 ＤＮＡ 的完整性（完整性：即维持其圆球形不变，
ＤＮＡ 链无断裂），而且包埋剂具有分子筛作用，即小

分子物质可直接与 ＤＮＡ 相互作用，染毒结束后直接

电泳即可检测 ＤＮＡ 断裂情况。 在碱性条件下，ＤＮＡ
片段带负电荷，在电场中通过凝胶介质向正极移动，
ＤＮＡ 片段越小在电场中的泳动速度越快。
１ ２ ２　 脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型的制作

把脱细胞⁃核 ＤＮＡ 置于 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 羟自由基

（Ｆｅｎｔｏｎ 反应，硫酸亚铁和双氧水反应体系）溶液

８ ｍｉｎ，用缓冲液（２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ，ｐＨ ＝ ７ ２）洗涤

３ 次，每次浸泡 ５ ｍｉｎ。
１ ２ ３　 醛类染毒试验

参照文献［１３］进行剂量设计，分别将甲醛、乙
醛、丙醛、丁醛、戊醛、己醛用缓冲液配成浓度为

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的溶液进行染毒，７ 个试验组（缓冲液对照

组、甲醛组、乙醛组、丙醛组、丁醛组、戊醛组、己醛

组），每组 １２ 张载玻片，羟自由基处理过的脱细胞⁃核
ＤＮＡ 板和未处理的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 板各 ６ 张，置于各

试验组溶液中，４ ℃染毒 ６０ ｍｉｎ 后进行电泳。
１ ２ ４　 脱细胞⁃核 ＤＮＡ 板的检测

采用彗星实验检测脱细胞⁃核 ＤＮＡ 损伤情况，用
Ｃｏｍｅｔ Ａ１ ０ 分析彗星长、尾长、ＯＬＩＶＥ 尾距、尾 ＤＮＡ
含量作为结果判断的参数，具体方法参照文献［１５］。
１ ３　 统计学分析

结果用 ｘ ± ｓ 表示，用统计分析软件 ＳＰＳＳ １１ ０
单因素方差分析法比较组间差异，方差齐时用最小

显著性差法，方差不齐时用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 法，Ｐ ＜
０ ０５ 表示差异有统计学意义。
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２　 结果

２ １　 脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型

由表 １ 可知，用 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 羟自由基处理后的脱

细胞⁃核 ＤＮＡ 与未处理的脱细胞⁃核 ＤＮＡ 相比，以

彗星长、尾长、ＯＬＩＶＥ 尾距、尾 ＤＮＡ 含量和尾 ／头
（长）作为分析指标，羟基处理后脱细胞⁃核 ＤＮＡ 损

伤明显，荧光显微镜照片如图 １ 所示。

表 １　 脱细胞⁃核 ＤＮＡ 断片模型的构建（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｃｅｌｌｕｌａｒ⁃ｎｕｃｌｅａｒ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

组别
羟基剂量剂量
／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

彗星长
／ μｍ

尾长
／ μｍ Ｏｌｉｖｅ 尾距

尾 ＤＮＡ 含量
／ ％

羟基处理未电泳 １ ４６ ４７ ± ３ ０１ ０ １１ ± ０ １０ ０ ０５ ± ０ ０１ ０ ０３ ± ０ ０１
羟基处理并电泳 １ ９６ ７７ ± ３ ８９∗ ８５ ６３ ± １ ０７∗ ５６ ４３ ± ０ ０８∗ ９１ ９０ ± ３ ８５∗

未处理组电泳 ０ ４７ ３８ ± ２ ４３ ０ １０ ± ０ ０７ ０ ０５ ± ０ ０１ ０ ０４ ± ０ ０１
　 　 注：∗表示与未处理组比较差异有统计学意义，Ｐ ＜ ０ ０５

图 １　 脱细胞⁃核 ＤＮＡ 损伤试验荧光显微镜图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｍｅｔ ａｓｓａｙ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ａｃｅｌｌｕｌａｒ⁃ｎｕｃｌｅａｒ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ

２ ２　 醛类对 ＤＮＡ 断片的影响

以彗星长、尾长、ＯＬＩＶＥ 尾距、尾 ＤＮＡ 含量作为

分析指标，可见甲醛和乙醛处理后的断片脱细胞⁃核
ＤＮＡ 的彗星实验尾部 ＤＮＡ 与对照组相比明显减

少，且经甲醛处理的断片脱细胞⁃核 ＤＮＡ 的彗星实

验未见拖尾，经乙醛处理的断片脱细胞⁃核 ＤＮＡ 彗

星实验尾部 ＤＮＡ 明显低于对照组。 而丙醛、丁醛、
戊醛和己醛暴露对 ＤＮＡ 的损伤与对照组相比并未

见明显差异，见图 ２、表 ２。

图 ２　 醛类化合物暴露对脱细胞⁃核 ＤＮＡ 影响试验荧光显微镜图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｅｔ ａｓｓａｙ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ａｃｅｌｌｕｌａｒ⁃ｎｕｃｌｅａｒ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｌｄｅｈｙｄｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

表 ２　 醛类对羟自由基处理后脱细胞⁃核 ＤＮＡ 的影响（ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ａｌｄｅｈｙｄｅｓ ｏｎ ａｃｅｌｌｕｌａｒ⁃ｎｕｃｌｅａｒ ＤＮＡ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌ

组别 剂量 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 彗星长 ／ μｍ 尾长 ／ μｍ Ｏｌｉｖｅ 尾距 尾 ＤＮＡ 含量 ／ ％
对照 ０ ９６ ４０ ± ４ ２６ ８２ ０ ± ７ ４４ ５８ ７１ ± ５ ８２ ９２ ２１ ± １ ４０
甲醛 １０ ４７ ４４ ± ６ ３４∗ ０ ００ ± ０ ００∗ ０ ００ ± ０ ００∗ ０ ００ ± ０ ００∗

乙醛 １０ ５０ ２７ ± １ ３９∗ ７ ０３ ± １ ４７∗ ２ ７７ ± ０ ９８∗ １１ ２０ ± １ ９７∗

丙醛 １０ １０２ ８６ ± ８ ０３ ８６ １４ ± ８ ０４ ６１ ８４ ± ５ ８４ ９２ ６２ ± ０ ６８
丁醛 １０ ８５ ３３ ± ３ ０６ ６７ ３３ ± ４ ９６ ４８ ２８ ± ３ ９２ ９２ ３０ ± ０ ７４
戊醛 １０ １０６ ００ ± １０ ０１ ９３ ５０ ± １２ ７２ ６７ １１ ± ９ ４１ ９２ ３８ ± １ １８
己醛 １０ １００ ７１ ± ６ ９６ ８３ ５７ ± ６ ８８ ５９ ７８ ± ５ ０１ ９２ ３０ ± ０ ６５

　 　 注：∗表示与对照组比较差异有统计学意义，Ｐ ＜ ０ ０５
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２ ３　 醛类对完整脱细胞⁃核 ＤＮＡ 的影响

用醛类对未经羟自由基处理的完整脱细胞⁃核 ＤＮＡ
染毒，以彗星长、尾长、ＯＬＩＶＥ 尾距、尾 ＤＮＡ 含量作为分

析指标，不同醛类对脱细胞⁃核ＤＮＡ未观察到损伤。

３　 讨论

研究显示［１３］，甲醛导致 ＤＮＡ 损伤的主要机制

是其羟基亲电性和较小的空间位阻，以及可诱发自

由基效应，活泼的醛基使得它们不经过代谢就能攻

击亲核基团，如核酸和蛋白质等生物大分子物质。
本研究表明，甲醛和乙醛均可与 ＤＮＡ 断片形成加合

物和 ／或交联物而使断片在电场中无法迁移。 用彗

星试验检测受试物对 ＤＮＡ 断片的影响，试验发现甲

醛和乙醛组分别表现为尾部无 ＤＮＡ 和尾部 ＤＮＡ 减

少，其他醛类均无明显影响，这种结果提示醛类与

ＤＮＡ 形成加合物的能力随着烷基数量增加，形成加

合物的能力越来越弱。
试验证明［１６ － １８］甲醛对所有哺乳动物细胞均有

损伤作用。 Ｍｅｒｋ 等［１９］对甲醛的遗传毒性作了多次

研究，但却未发现甲醛导致 ＤＮＡ 断裂，但 Ｆｒｅｎｚｉｌｌｉ
等［２０］报道，甲醛对 ＤＮＡ 损伤表现为，低剂量时主要

导致断裂、高剂量时主要导致交联，李睿等［２１］ 对甲

醛研究结果与 Ｆｒｅｎｚｉｌｌｉ 研究一致，且存在良好的剂

量⁃效应关系。 本研究表明不同烷基醛类浓度为

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时对脱细胞 ＤＮＡ 无致断裂作用，提示醛

类可能需要经过影响生物系统的代谢产生自由基

才能导致 ＤＮＡ 断裂。
检测受试物与 ＤＮＡ 形成加合物和 ／或交联的方

法较多。 如 Ｐ３２ ⁃后标记法、加速器质谱技术、色谱 ／
质谱法、免疫法、荧光法等，但是上述方法也有诸多

限制因素，如涉及到放射性核素的标记、对实验场

地有特殊要求、操作复杂、仪器昂贵、检测成本高

等。 本研究采用羟自由基处理后的脱细胞 ＤＮＡ 断

片检测醛类形成加合物的能力具有操作简便、快
速、灵敏、无需放射性标记、所需细胞数少，适用性

广的特点。 因此可用于筛选可以和 ＤＮＡ 形成加合

物和 ／或交联的化学物质。
由于本试验主要研究不同烷基醛类对细胞核

ＤＮＡ 的影响，属于亚细胞水平；尚需进一步在整体

细胞和动物水平研究不同剂量下的生物效应。
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