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3一丁二烯多次吸人染毒后小鼠红细胞微核率的流式仪

检测的研究
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M
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D
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提 要 在本研究中使用作者新近建立 的流式仪小鼠红 细胞微核白动检测技术和微核常规检测技术
,

测定了小鼠连续吸入 1
,

3一 丁二烯气体 s d 后 ( 50
,

2 00
,

500 和 1 300 m g / L )骨髓和外周血红细胞的微 核率变

化情况
,

结果表明 1
,

3一丁二烯能 明显诱导小 鼠红细胞微核率升高
,

其剂量 反应为非线性增加
,

但曲线斜率随

剂量增加而趋于平缓
,

由此证明 1
,

3一丁二烯具有肯定的遗传毒性
。

同时小鼠外周血嗜多染红细胞率随剂量

增大而下降
,

还说明该化合物具有细胞毒性
。

关键词 1
,

3一 丁二烯 /中毒
;
小鼠

;
微核

;
流式细胞仪

中图法分类号 R 13

1
,

3一丁二烯是 一种广泛用于各 种化 合物合成及

合成橡胶生产的工业气体
。

已有研究表明
,

大
、

小鼠长

期吸入 1
,

3一 丁二烯后可致癌 〔 `二 ,

大量遗 传毒理试验

也证实其具有肯定的遗传毒性
「2

一 。

最近
,

欧共体对 1
,

3一丁二烯进行了协作研究
,

以

便对其致癌
、

致 突变性作出更明确的结论
。

在此研究计

划内
,

我们对小鼠进行 s d 吸入染毒
,

用作者新近建立

的流式仪红细胞微核 ( M IC r o , l u C l e i
,

简称 M N ) 自动检

测技术 3j[ 测定了小 鼠骨髓 和外周血红细胞 M N 发生

率
,

得到了 1
,

3一丁二烯遗传毒性的新证据
。

现报道如下
:

橙 ( T h i a z o
l
e o r a n g e

简称 T O )
。

每试管中加入 2 m l
,

3 7 亡避光染

色 4 5 nr in
。

使用 F A C S 一
双激光流式细胞仪对 M N 进行检测和分选验

证
。

在流式仪检 测的 H O 和 T O 荧光二维点阵图上 ( 图 1 ) X 轴

方向为 T O 荧光
.

成熟红细胞 ( N o
m

o c
h

r o m a t iC e r y t h
r o e y t e 。 ,

简

称 N C E ) 和 嗜多染 红 细胞 ( P o l y e h r o
m

a t i C e r y t h r o e y t e s ,

简称

P C E ) 两个细胞 群因 胞浆中 R N A 含量不 一 而得 以分开
;
在 Y

轴方向为 H O 荧 光
,

N C E 和 P C E 中如果含有 M N
,

因其组成为

D N A
,

故会造成 H O 荧光增 强
。

这样
,

含 M N 的 N C E ( 简称

M N C E )和含 M N 的 P C E (简称 M P C E ) 会向上位移形成独立的

两 个细胞群
.

通过 建立计算窗 口
,

每个样本检测 5。 。 00 个 细胞
,

即可准确地计算 M N C E 和 M P C E 发生率
。

....一」

卜.刊盯汕

110卜图iF

1 材料与方法

1
.

1 动物与分组

使用 ( 1 0 2 / E
:
x C

3

H / E
、

) F
,

代杂交小 鼠
,

雌雄各半
,

体重 2 5

~ 28 9
,

每组随机分入小鼠 10 只
。

1
.

2 动 物染 毒

采用动态式动物染毒框染毒
。

将 1
.

3一 丁二烯气体通过配

气装置
,

按所需 浓度输入
,

使用流式计和 电脑监测与控制 1
,

3 一

丁 二 烯的浓度
,

以维持其恒定
。

剂量分组 为 50
,

2 。 。
,

5 。。 和

1 3 。。 m g / L
,

小鼠每天持续吸入染毒 6 h
,

共染毒 s d
。

1
.

3 血及骨髓标本采集

用抗凝毛细玻管从小鼠眶下静脉丛采血 30 一 50 川 /鼠
,

动

物在染毒前采血作为自身空白对照
,

染毒 s d 后再次采血并处

死动物
,

骨髓采自股骨
,

按常规方法制片
。

1
.

4 M N 的流式细胞仪检测和 分选

基本方法 见作者先前报道
L, 」 ,

简述如下
:

血液 或骨髓 细胞

用 35 % 的 p er co ll 液离心 以去除血小板及微小杂质
。

细胞 固定液使用含 30 产 g / m l S D S 的 1% 戊二醛液
.

4 亡过

夜
,

次 日吸去固定液并用 P B S 液洗涤细胞 1次
。

染液为 10 0 m l P BS 中含 5 00 川 D N A 特异染 料— 赫斯

特 ( H
o e e

h
s t 3 3 3 4 2简称 H O )和 5 0 拌一 R N A 特异染料— 唾吐

S 〕 r t e d

w i n d o w

{
二

丁
M P C E

~ , ,

1的 0 1的 0

T O一 f l u o r e s e e n o e

小鼠 外周血及含微核红细胞 H O
一

T O 荧光流式仪检

测二维点阵图

11 0
一

T O f l u o r e s e e n t d o t P l o t s o f m
o u s e

b l o o d a n d m i e r o n u e l e a t e d e r y t h r o c y t e s

b y f l o w e y t o m e t r y

P e r i P h e r a l

m
e a s u r e d
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利用流式细胞仪分选功能
,

建立
“

电子分选窗 口 ” (见图 1虚

线框 )
,

对认定为 M N C E 和 M P C E 的细胞分选在载玻片上
,

荧

光显微镜下检查红细胞所含 M N 的比例
。

1
.

5 M N 的显微镜检 .N]

为了验证流式仪机检结果是否正确
。

外周血采样后取 5 闪

血样作叮吮检盖玻片活细胞染色
,

方法如 H
a y a s

ih 所述川
。

每只

小鼠计数 1 0 00 个 I
、

I
、

I 型 网织红细胞的 M N 发生率
。

骨髓

细胞用 10 写 G ie m s a
染色

,

荧光镜下读片
。

. .

`

恤儿胭

ì一彻 姗一 一柳 一柳400一助

.口.U0,2 结果

2
.

1 小鼠外周血和骨髓 M P C E 发生率 (见 图 2)

镜检小鼠骨髓
,

机检和镜检外周血
,

其 M P C E 率均随剂量

增加而升高
。

骨髓和外周血最低剂量 50 m g / L 时就比各 自对照

显著增加 ( P < 0
.

0 1
,

M
a n n 一

W h it n e y t e s t )
,

剂量反应曲线的斜

率随剂量增加而趋于平缓
。

M P c E 率在 500 至 1 30 0 m g /L 处仅

有少量升高 (骨髓镜检 约 为 17 %
,

骨髓和 外周血镜检 和 机检

M P C E 之间无显著差异
。

小鼠外周血 M N C E 和 P C E 发生率

( 三角形 一 M N C E
,

机检
;
正方形 一 P C E

,

机检 )

3 T h e f r e q u e n e i e s o f M N C E a n d P C E i n m o u s e P e -

r iP h e r a l b lo o d

ǎjd肠图iF

( T r i a n g l
e s 一 M N C E

,

f l
o w e y t o

m
e t r y , S q u a r e s

P C E
,

f ]
o w e y t o m e t r y )

3 讨论

5一
-000、山d芝

0 2 0 0 4 0 0 6 O Q

E x P o s u r e

8 0 0

( P P m )

图 2 小鼠外周血和骨髓 M P C E 发生率

( 圆形 一 骨髓
,

镜检
; 三 角形 一 外 周血

,

机检
.
正方 形

一 外周血
,

镜检 )

F 19 2 T h e f r e q u e n e i e s o f M P C E i n
m

o u s e P e r i P h e r a l

b lo o d a n d b o n e
m

a r r o w

( C i r e
l
e s 一 b

o n e
m

a r r o w
,

m ie r o s e o p y ; T r ia n g l
e s

一 p e r ip h
e r a

l b l o o
d

,

f l
o w e y t o m e t r y ; S q u a r e s 一

p e r ip h
e r a l b lo o d

,

m i e r o s e o p y )

2
.

2 小 鼠 M N C E 和 P C E 发生 率 ( 见图 3 )

机检小鼠外周血 M N C E 率也随剂量而 升高
,

但仅当剂量

达 2 0 0 m g / L 时 比对照 显 著增加 ( p < 0
.

0 5
,

M
a n n 一

W h i t n e y

et s t )
。

当剂量增 加至 2 00 m g / L 时还导 致小鼠外周血 P C E 率开

始下降
。

至 1 30 0 m g / L 时 P C E 已 比空 白对照降低一半以上
。

M N 是独立于细胞核而存在于胞浆 中的核小体
,

主要 由染色体断片和丢失的整条染色体形成
。

通过计

数各种生物细胞 (人
,

大
、

小 鼠
,

鱼
,

植物等 ) 中 M N 发

生率的微核试验 ( M ic r o n u c l e u s T e s t
,

简称 M N T )
,

近

年来已广泛用于各种化合物
,

物理因子
,

生物因素及环

境污染物的遗传毒性的检测
〔5二。

近 10 多年来
,

仅我国发

表的有关 M N 文献就逾 50 。篇
。

随着 M N T 的广泛应用
,

M N 的人工镜检方法 已

远不能满足实际工作的需要
。

发展 M N 的自动化检测

已成为 M N T 向前发展的关键区
。

最近
,

G r a w e 和作者

本人先后建立了一种流式仪小 鼠外周血 M N 自动检

测技术
t ,

·

7二。

检测速度至少 比人工检测提高了 40 倍 以

上
,

样本量增大 25 一 50 倍以上
。

这种大样本和高速度的

检测
,

可以大大提高弱诱度剂和弱致癌剂的检 出率
。

1
,

3一 丁二烯作为一个工业毒物
,

其遗传毒性早在

8。年代初就引起了人们的注意
。

80 年代中期
,

美国将其

列 入 国家级 毒理研 究项 目
,

进 行 了系 统研 究匡
。

在

G 2 5
,

6 2
.

5
,

至 6 2 5 m g / L 各剂量每天吸入 6 h
,

其染毒

10 d后
,

小 鼠骨髓细胞姊妹染色体互换 (S C E )从 6
.

25

m g / L 即开始显著增加
。

骨髓 M P C E 从 62
.

5 m g / L 开

始显著增加
。

而在长达 13 周的慢性 染毒后
,

检出诱导



第4 期 曹 佳
,

等
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1
,
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M N C E 的最低有效剂量是 6
.

25 m g / L
。

本实验用大样

本机检法证实最低有效剂量是 50 m g / L
,

这与大多数

文献报道一致
。

美国最近将工作场所工人的暴露阑值

限定在 10 m g / L[
8〕 ,

对此可以再尝试用大样本流式仪

M N 自动检测技术予以证实
。

本实验 5天多次 吸入 1
,

3一丁二烯后
,

机检和镜检

的小鼠骨髓和外周血 M P C E 率均升高
,

其剂量反应曲

线为非线性增加并在 5 0 0与 1 3 00 m g / L 间趋于平缓

( 图 2 )
,

该平 台的出现似乎不能完全用 1
,

3 一丁二烯在

体内代谢饱和来解释
。

有研究显示 1
,

3一 丁二烯在体内

代谢后会产生一种致癌性和致突变性较强的中间产物

1
,

2 一环氧丁烯 一 3
,

其与小 鼠血红蛋 白撷氨酸形成加

合物的剂量反应 曲线
,

与 1
,

3一 丁二烯染毒后血中 1
,

2

一环氧丁烯一 3形成的剂量反应曲线非常相似
,

两者均

随 1
,

3一 丁二烯浓度增加而趋于平缓
。

但其在 50 0 m g /

L 和 1 3 O0 m g / L 剂量处增辐仍较 M N 发生率的增幅

要低些匡
。

因此
,

可能的机制是
,

不仅 1
,

2一环氧丁烯 一

3
,

而且还有 1
,

3 一丁二烯代谢的其它 中间产物
,

都参与

了诱导 M N 形成的过程
。

1
,

3一 丁二烯诱导 M N 率升

高和其它文献报道的诱导染色体畸变率升高
,

S C E 增

加等事实
,

都证 明 1
,

3一 丁二烯具有肯定的致突变性
。

我们用流式仪还同时检测了外周血 M N C E 发生

率
,

一般来说
,

急性染毒不会导致小 鼠外周血 M N C E

升高圈
。

但若慢性长期染毒
,

其 M N c E 则可以稳定地

积累 〔’ “ 三。

我们的检测结果证实了这一点
。

这说明小鼠

外周血 M N C E 作为反映慢性染毒后染色体损伤的一

个指标
,

同样具有很高的灵敏度
。

小 鼠外 周血中 P C E 百分率 (正常为 5 % 以下 )
,

反

映了骨髓 中新生细胞的增殖程度
f s刃,

是反映化合物细

胞毒性的简单而有效的指标
。

本实验证实当 l
,

3一 丁二

烯浓度增加至 2 00 m g / L 时
,

即可造成 P C E 发生率下

降
,

说明高浓度 1
,

3一丁二烯在具有遗传毒性的同时还

具有较高 的细胞毒性
,

这 与国外报道的用 P C E 发生

率
,

分裂指数等评价 1
,

3一 丁二烯 的细胞毒性结果接

近 [ , 三。

总之
,

本实验用大样本和全 自动化的流式仪机检
,

再次证实了工业常用气体 1
,

3一 丁二烯具有明显的遗

传毒性和细胞毒性
。

综合美 国已公布的 6
.

25 m g / L 13

周吸入染毒后即可引起 M N C E 显著增加的事实
,

考虑

把人的暴露阂值限定在 10 m g / L 以下是很有必要的
。
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放射损伤
、

烧伤和放烧复合伤早期心肌能量代谢和形态

结构的变化及其机理研究
` 论文摘要

E f f e e t s o f r a d i a t i o n
,

b u r n a n d e o m b i n e d r a d i a t i o n
一

b u r n i n j u r i e s o n e n e r -

g y m e t a b o l i s m a n d m o r P h o l o g y o f m y o c a r d i u m a n d i t s m e e h a n i s m

熊 业 程 天 民 陈宗荣 (第三军 医大学预 防医学系复合伤研究室 ) 6 3。 。 3 8

放烧复合伤是核爆炸与平时核事故所发生的主要伤类之

一
。

放烧复合伤早期心肌固有收缩力下降的机理 尚待探 讨
。

少

数文献指 出
,

鉴 于烧伤后 心肌细胞内高能磷酸化 合物 含量下

降
,

能量代谢障碍可能是伤后心肌功能下降的重要 原因
。

本 实

验以单一伤与复合伤相对 比检测能量代谢功能变化并与形 态

病变相联系
,

观察伤后变化与进行实验治疗 (补液或使用钙通

道阻滞剂 )相引证
.

以心肌能量代谢的主要 细胞器— 线粒体

为重点
,

并侧重从钙代谢方面探讨能量代谢变化的机理
,

以期

为阐明放烧复合伤心肌损害及其机理提供实验依据
。

用健康雄性 w i s t a r

大 鼠
.

体重 1 70 一 2 50 9
。

放射损伤的动

物接受
` “

C
o y 线全身一次照 射

.

照射距离 1
.

5 m
.

照射剂量 6

G y ;
烧伤的动物背部剪毛

,

乙醚麻醉下用 s k w 嗅钨灯照射造成

三度烧伤
,
放烧复合伤动 物选照射后烧伤

。

补液 量为 45 m ! / k g

生理盐水
,

烧伤后立即和 12 h 分二次腹腔 注射
;
每次 为 曾

、

量的

1 / 2
。

钙通道阻滞剂用量为
:
4 m g / k g 维拉帕米

,

腹腔注射
。

本实验的主要结果和 结论如 下
:

( 1) 放烧复合伤早期血压

下降并致休克的发生中
,

烧伤是主要 因素
,

放射损伤使 血压下

降更早
、

更重
、

持续更 长
。

( 2 )6 G y 全身照射
、

10 %一 30 %三度烧

伤与放烧复合伤时心肌线粒体呼吸功能和肌球蛋 白 A A T P 酶

活力显著下降
,

复合伤时下降更显著
。

这说明伤后心肌细胞 能

量的产生和 利用均发生障碍
。

( 3) 三伤组心肌组织病变主要要

表现 为不 同程度的退 变
,

不 同伤类无 显著差异
。

心肌超微结构

主要是肌膜下水肿
,

肌原纤维模糊
,

闰盘 扩张
、

解离
,

线粒体局

部空 泡化
、

蜻稀疏
、

指纹样变
,

内皮细胞水肿和 间质水肿
。

照射

后线粒体肿胀较明显
,

这在线粒体图橡定量分析中得到证实
;

而烧伤与复合伤时出现了闰盘扩张
、

解离等病变
。

( 4 ) 补液抗休

克显 著改善了烧伤和放烧复合伤时心 肌细胞能量的产生 和利

用
,

保护线粒体结构或减轻损害
。

( 5) 放烧复合伤心肌线粒体游

离钙含量升高
,

钙释放加速
。

补液或维 拉帕米减少伤后线 粒体

钙含量和保护线粒体 呼吸功能
。

提示 伤后 心肌线粒体呼吸功能

损害与钙含量升高有关
。

( 6 )外源性钙离子对正常心肌线粒体

呼吸功能有双重作用
:

低浓度钙刺激呼吸
;
高浓 度钙 抑制 呼吸

,

维拉帕米有一定的保护作用
。

外源性钙离子对放烧复合伤心肌

线粒体呼吸功能为单向作用
:

低浓度无作用
;
高浓度抑制

。

由此可见
.

伤后缺血缺氧可 以导致细 胞内钙含 量升高
,

钙

含量升高是导致线粒体功能损害的重要原因
。
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