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甲苯二异氰酸酯致中国仓鼠肺细胞 DNA交联作用
*

王淼,陈文华, 吴艳萍,张旸

� � 摘 � 要: 目的 � 研究甲苯二异氰酸酯 ( TD I)诱导中国仓鼠肺细胞 ( CHL ) DNA的交联作用, 探讨 TD I的遗传毒

性。方法 � 在培养的 CHL细胞中分别加入浓度为 0�64, 1�28, 2�56�m o l/m L的 TD I进行染毒, 用荧光分光光度法检

测细胞内的 DNA - DNA交联水平, 用氯化钾 -十二烷基硫酸钠 ( KC l- SD S)沉淀法检测细胞内的 DNA -蛋白质交

联水平。结果 � 低浓度的 TD I不能致 DNA - DNA交联 ( DDC )和 DNA-蛋白质交联 ( DPC ) (P > 0�05); 随着染毒浓
度的增加, 其 DDC率和 DPC率也随之升高,高剂量组的 DDC 为 54� 97% ( P < 0�01), DPC为 29� 06% ( P < 0�0)。结
论 � 一定剂量的 TD I能诱导细胞内 DNA交联作用。
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S tudy on toluene d iisocyanate�induced DNA�DNA and DNA�protein crosslink s� WANG M iao, CHEN Wen�hua, WU

Yan�ping, et a l. C o llege o f Public H ea lth, Ha rbin M edica l Univer sity (Ha rbin 150081, Ch ina )

Abstract: Objective� To study theDND�DNA and DNA�pro te in cro sslink s induced by to luene diisonyanate( TD I) in

Ch ine se ham ster cells( CHL ) fo r g ene to x ic inve stig ation. Methods� C hine se ham ster lung ( CHL ) ce lls w ere treated w ith

var ious concentration s o f TD I( 0� 64, 1� 28, 2� 56 m o l/L ) . The am ount o f DNA�DNA cro sslink( DDC ) w asm ea sured by flu�
o ro spectropho tom e try. The DNA�pro te in cro sslink ( DPC ) w as de tec ted w ith K�SDS assay. R esu lts� No sign ificant differ�
ence o f DDC s and DPC s w ith TD I at 0� 64 �m o l/m L w as observed( P > 0� 05). The percentage s o f DDC s and DPC s in�
duced by TD I a t 1� 28 �m o l/mL and 2� 56 �m o l/m L w ere signif ican tly highe r than tha t o f the contro l g roup( P < 0�01).
Conc lu sion� C er ta in do se o f TD I can induceDNA�pro te in cro sslink and DNA�DNA cro sslink.

K ey words: to luene diisocyanate; DNA�DNA cro sslink; DNA�pro te in cro sslink

� � 甲苯二异氰酸酯 ( to luene d iiso cyana te, TD I)是合成聚氨

酯的主要原料, 工业上广泛用于氨基甲酸泡沫胶、合成橡胶、

油漆、涂料、塑料等的生产。长期接触和使用, 可对人体的呼

吸系统、免疫系统、生殖系统等造成损害。已有研究证实,

TD I对动物有致癌作用, 为人类的可疑致癌物 !1∀。国际癌症

研究机构 ( IARC )体外实验显示, TD I可引起人淋巴细胞

DNA损伤和染色体畸变,啮齿动物细胞基因突变和姐妹染色

单体交换 !2∀。DNA损伤是导致基因突变发生的一个必不可

少的前提。DNA交联作为一种重要的 DNA损伤, 在细胞内

大量存在可以干扰细胞正常的复制转录过程, 从而导致肿瘤

或某些严重疾病的发生 !3∀。本研究以中国仓鼠肺细胞

( CHL )为靶细胞,探讨甲苯二异氰酸酯 ( TD I)对细胞内 DNA

的交联作用, 揭示其遗传毒性, 为评价 TD I类化合物潜在的

生物学效应提供科学依据。

1� 对象与方法

1� 1� 仪器与试剂 � MC - 20A IC 型 CO2 恒温培养箱 (日本

SANYO公司 ); SW - C J- 2F型生物洁净工作台 (苏州安泰

空气技术有限公司 ); 荧光分光光度计 RF - 540 (日本岛津

Sh im azu公司 )。PRM I- 640培养基 (美国 G ibco公司 ); 小牛

血清 (上海纬群生物技术有限公司 ); 乙二胺四乙酸 ( EDTA )、

三羟甲基氨基甲烷 ( TR IS )、十二烷基硫酸钠 ( SDS )、蛋白酶

K、H oech st 33258、小牛胸腺 DNA (美国 Sigm a公司 ) ;其他试

剂如氯化钾 ( KC l)、二甲基亚砜 ( DM SO )等均为国产分析纯。

甲苯二异氰酸酯 ( TD I, 分析纯 ,美国 S igm a公司 ) ;中国仓鼠

肺细胞 ( CHL, 中国协和医科大学基础所细胞室 )。

1�2� 细胞处理 � 将处于对数生长期的 CHL细胞 ( 105 ~ 106 )

接种于培养瓶中, 培养 24 h后, 加入不同浓度的 TD I, 终浓度

分别为 0� 64, 1� 28, 2�56 �m o l/m L, 同时设溶剂对照组

( DM SO )和紫外线照射阳性对照组; 继续培养 2 h, 消化离心

收集细胞。

1�3� DNA- DNA交联 ( DDC )的检测 !4∀

1�3�1� 细胞裂解 � 在制备好的细胞悬液中加入 0� 5 m L SD S

( 2% )溶液, 轻微振荡, 65 # 水浴中加热 10 m in,待用。

1�3�2� 游离 DNA、DDC与 DNA -蛋白质交联 ( DPC )的分离

� 在上述待测样品中加入 100 � l的 1�0 m o l/L的 KC l( pH

7�5), 将混合液 6次穿过 1 m L的聚丙烯枪头, 冰上冷冻 5

m in后, SD SK +沉淀 (包括蛋白质和 DPC 形成, 4 # 10 000 r /

m in离心 5 m in, 收集沉淀, 将上清 ( DNA、DDC )转入另一 5

mL离心管中。

1�3�3� DPC中结合 DNA的分离 � 将上述沉淀重悬浮于 0� 5

mL的清洗缓冲液 ( KC l 0�1 �m o l/L, EDTA 0�1 mm o l/L, T r is

- HC l 20 mm o l/L, pH 7�5 )中, 加入 0� 5 m L的蛋白酶 ( 0� 4

m g /m L ) , 50 # 水浴消化 3 h, 冰上骤冷 5 m in, 4 # 12 000 r /

m in离心 10 m in, 收集上清液, 将上清液转入上述 5 m L离心

管中。再向沉淀中加入 1 m L的清洗缓冲液重悬, 65 # 水浴

中加热 10 m in, 冰上骤冷 5 m in, 4 # 10 000 r /m in离心 5

m in,收集沉淀, 重复清洗步骤 3次, 每次都将上清转入上述 5

mL离心管中。

1�3�4� 游离 DNA变性 � 将上述 5 m L离心管中的上清液混

匀后,各取 1 mL分装 2管作为待测样品,一管在 100 # 水浴
中加热 5 m in进行热变性, 随后快速冷却至 23 # , 使其中游

离的 DNA变性后不致复性。

1�3�5� 染色与检测 � 向上述待测样品中加入 1m L新鲜配制

的 400 ng /mL 的荧光染料 Hoechst33258, 使终浓度为 200

ng /m L,置于暗处 30 m in, 用荧光分光光计在 353 nm 激发光
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和 455 nm发射光下测得其荧光值, 按下式计算 DNA - DNA

交联率。

DNA - DNA交联率: C t = ( fn - f0) /( 1- f0)。式中 C t为

DNA - DNA交联率, fn 为染毒组中热变性后的荧光强度 /热

变性前的荧光强度, f0为对照组中热变性后的荧光强度 /热变

性前的荧光强度。

1� 4� DPC的检测 !5∀

1�4� 1� 细胞裂解 � 在染毒后的细胞沉淀中分别加入 0� 5 m L

SDS( 2% )溶液,轻微振荡, 65 # 水浴中加热 10 m in,裂解细胞。

1� 4�2� 游离 DNA的分离 � 从水浴取出裂解好的细胞, 加入

1� 0 m o l/L KC l( pH 7� 5)溶于 20 mm o l/L T r is- HC l中 100

� ,l将混合液 6次穿过 1 m L的聚丙烯枪头, 从而使 DNA长度

统一。混合液冰上冷冻 5 m in, 形成 SD S - K + 沉淀, 4 #

10 000 r/m in离心 5 m in, 收集沉淀, 将上清液转入另一 5 m L

离心管中。沉淀加 1 mL清洗缓冲液重悬, 65 # 水浴加热 10

m in, 冰上骤冷 5 m in, 重复离心和清洗步骤 3次, 每次都将上

清液转入 5 mL离心管中。

1� 4�3� DPC 中结合 DNA的分离 � 最终的沉淀重悬于 0�5

mL的清洗缓冲液中, 然后加入 0� 5 m L的蛋白酶 K ( 0�4

m g /mL ), 50 # 水浴中消化 3 h, 再在冰上骤冷 5 m in,然后于

4 # 12 000 r /m in离心 10 m in, 收集上清液即为 DPC 中的

DNA。

1� 4�4� DPC 的定量 � 制作 DNA浓度的标准曲线, 用清洗缓

冲液配制终浓度为 0, 100, 300, 500, 750, 1 000, 1 500, 2 000,

3 000, 5 000 ng /mL的小牛胸腺 DNA标准液,然后加入 1 m L

新鲜配制的 400 ng /m L荧光染料 H oechst33258, 使荧光染料

的终浓度为 200 ng /mL, 置于暗处染色 30 m in,用荧光分光光

度计在 350 nm 激发光和 450 nm 发射光下测得各浓度的荧光

值, 制备标准曲线。将上述待测样品用同样方法染色, 测定其

荧光值, 根据 DNA标准曲线来定量 DPC中 DNA ( A )和原液

中 DNA ( B )的含量, 按下式计算 DPC 系数: � = A /A + B ∃

100%。

1� 5� 统计分析 � 应用 SPSS 13�0软件进行分析。

2� 结 � 果
2� 1� 甲苯二异氰酸酯致 CHL细胞 DNA - DNA交联 ( DDC )

效应 (图 1) � 随着 TD I浓度增高,染毒组细胞 DNA - DNA交

联率增加。0�64�m o l/LmL TD I染毒组, CHL细胞 DNA -

注:与对照组比较, a P < 0�05, bP < 0�01。

图 1� TD I诱导 CHL细胞 DDC效应

DNA交联率与对照组比较差异无统计学意义 (P > 0�05); 当

浓度上升至 1�28 �mo l/mL时, DNA- DNA交联率明显上升,

与对照组比较差异有统计学意义 (P < 0�05); 浓度升高至

2�56�m ol/mL时, DNA - DNA交联率为 54�79% , 与对照组

比较差异有统计学意义 (P < 0�01 ), 表明 TDI在低浓度时不

能引起 DNA - DNA 交联, 在较高浓度时, 能够明显地诱导

DDC的形成, 并且浓度与 DNA - DNA交联率之间存在剂量 -

效应关系。

2�2� 甲苯二异氰酸酯致 CH L细胞 DNA -蛋白质交联 ( DPC)

效应 (图 2) � 图 2显示, 经 0� 64 �m o l/mL TDI染毒处理的

CHL细胞, DPC系数与对照组比较差异无统计学意义 (P >

0�05);但是, 当浓度上升至 1�28和 2�56 �m o l/mL时, DPC系

数明显上升, 且与对照组比较差异有统计学意义 (P < 0� 01)。

表明 TD I在低浓度时, 不会引起 DNA - A蛋白质交联; 在较

高浓度时, 能够明显地诱导 DPC的生成。

注:与对照组比较, aP < 0�01。

图 2� TD I诱导 CHL细胞 DPC效应

3� 讨 � 论

DNA交联包括 DNA�DNA交联 ( DDC )和 DNA -蛋白质

交联 ( DPC ) 2种,是外来化学物作用于 DNA所致的重要遗传

损伤形式。与其他类型 DNA损伤相比, DNA交联较难修复

或易于发生易错修复, 在细胞周期中维持时间较长,导致染色

体断裂、缺失,基因突变和细胞的死亡 !6∀。

本研究结果表明, 低浓度的 TDI ( 0� 64 �m o l/L )不能致

DNA - DNA交联 ( DDC)率和 DNA -蛋白质交联 ( DPC)率发

生明显变化 (P > 0� 05 ); 随着染毒浓度的增加 ( 1� 28, 2� 56

�m o l/mL ),其 DDC交联率和 DPC交联率也随之升高, 可导致

明显的 DDC效应 (P < 0� 01)和 DPC效应 (P < 0� 01 )。提示

一定剂量的 TD I能诱导细胞内 DNA交联。 Pee lM等研究发

现,经 TDI处理的 DNA形状与对照不同,且复性后 14% DNA

发生重构 !7∀,与本实验结果相似。

� � 随着人们生活水平的提高, 各种涂料已成为美化环境不

可缺少的装饰材料, 大量聚氨酯油漆、防水涂料、聚氨酯密封

的使用, 使 TDI成为室内主要空气污染物之一。因此, 应加强

环境空气监测和作业人群健康监护, 降低和限制各种装饰材

料中游离 TD I含量, 避免长期接触对机体健康造成危害。
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沈阳市苏家屯区医护人员针刺伤调查

刘素凤
1
,于淼

2
, 刘雅芬

1

� � 关键词: 医护人员;针刺伤;意外事件

� � 针刺伤是指医护人员在工作中被针头、手术器械、玻璃制

品、医疗仪器设备、医疗废弃物及其他锐利物品刺伤和割伤皮

肤而导致被病原微生物感染风险的意外事件。为了解医护人

员针刺伤发生的频次及容易发生针刺伤的主要环节, 以采取

相应预防控制措施, 减少针刺伤的发生。为此, 2008年 4月

~ 6月, 沈阳市苏家屯区疾病预防控制中心对辖区内医院进

行了抽样调查。结果报告如下。

对象与方法 � ( 1)对象: 采用整群抽样方法抽取 2家区

级医院, 4家乡镇级医院的医护人员 437人, 其中男性 20~ 55

岁 60人, 女性 377人。 ( 2)方法: 采用沈阳市医院感染控制中

心设计的调查问卷自填。 ( 3)统计分析: 采用 Excel软件进行

分析, 率的比较采用  2检验。

结 � 果 � ( 1)发放问卷 437份, 有效问卷 433份。有 420

人在从事医疗过程中有针刺伤的经历, 针刺伤率为 97%。其

中区级医院 239人,针刺伤率 99�16% ; 乡镇级医院 194人, 针

刺伤率 94� 33% , 两者差异有统计学意义 (  2 = 8� 59, P <

0�01)。 ( 2)有针刺伤的人发生针刺次数最多的为 2~ 4次的

占 47� 8% ; 其次为 1次的占 16� 6% ; 11次 ~的占 13. 6% ; 5~ 7

次的占 12� 5% ; 8~ 10次的占 6�5% ; 0次的占 3�0%。 ( 3)不同

操作环节针刺伤的构成情况不同,在毁形或收废弃针或清洗器

械时,被刺伤及人均次数最多, 其次是在拔针时和在取下针头

时 (表 1)。 ( 4)被污染的针头刺伤占 70�24% ,伤前不知病人有

无经血传播疾病的占 76�90% ,刺伤后不报告医院相关部门的

占 79�29% ,伤后自行挤出伤口血并消毒占 88�81%。
表 1� 医护人员针刺伤发生环节及构成比

刺伤环节 针刺伤人数 构成比 (% ) 刺伤人次 平均次 /人

吸取药液、配药加药时

给抽好的动脉血气针头封上胶塞时

抽血时将血注入试管

拔针时

取下针头时

肌肉注射时

重套针帽时

毁形或收废弃针或清洗器械时

静脉穿刺时

不详

合计

50 11. 90 120 2. 40

7 1. 67 20 2. 86

16 3. 81 30 1. 88

63 15. 00 145 2. 3

59 14. 05 135 2. 29

6 1. 43 15 2. 50

29 6. 90 51 1. 76

171 40. 71 482 2. 82

9 2. 14 33 3. 67

10 2. 38 24 2. 40

420 100 1 055 2. 51

作者单位: 1.沈阳市苏家屯区疾病预防控制中心, 110101; 2.中国医

科大学实验技术中心

作者简介: 刘素凤 ( 1965- ),女,辽宁沈阳人,副主任医师,本科,主要

从事传染病防制和医院感染控制工作。

� � 讨 � 论 � 医护人员要增强针刺伤防护意识。医护人员被
锐器刺伤是职业暴露感染乙肝病毒 ( HBV )、丙肝病毒

( HCV )、人类免疫缺陷病毒 ( H IV )等血源性疾病的主要传播

途径。针刺伤只需 0. 004 mL带有 HBV的血液就足以使受伤

者感染 HBV !1∀。调查结果表明, 苏家屯区医院医护人员针刺

伤率较高, 特别是患者量较大的区级医疗机构的医护人员针

刺伤率更高。针刺伤中被污染的针头占 70% ,极易发生职业

感染。因此, 医护人员在工作中, 应注意避免针刺伤; 加强针

刺伤等相关职业暴露防护知识培训; 要让医务人员掌握暴露

后首先要做的是立即用水清洗后消毒包扎, 紧急处理后再报

告的原则 !2∀。

改进废弃一次性医疗用品的处理方法。针刺伤发生的主

要环节多在毁型和回收废弃针头时。因此, 对一次性无菌医

疗用品的回收需设计出一种防漏、耐刺、密封能固定在治疗车

或治疗室的尖锐物收集箱, 尖锐物可收入但不能取出,可使医

护人员的针刺伤率明显下降 !3∀。
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