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木尘对中国仓鼠肺成纤维细胞的致突变作用

Study on the mutagenicity of wood dust in lung cells of Chinese hamster
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　　摘要:采用某木综厂车间中的木尘制成悬液和有机提取

液 , 对中国仓鼠肺成纤维细胞 (CHL)进行诱变实验 。结果发

现两种受试物在-S9和+S9 实验条件下均能诱发 CHL微核率

升高 (P<0.05 或 P<0.01), 且有明显的剂量-反应关系。
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木尘可引起鼻窦癌 、 肺癌和白血病[1 ～ 4]等。为了探讨木尘

的诱变性 , 我们用某木综厂胶合板车间除尘室的木尘进行了

体外细胞 (CHL)培养微核实验 , 现将结果报告如下。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　细胞　中国仓鼠肺成纤维细胞 (Chinese hamster lung

cell , CHLC), 常规培养。细胞由北京药检所购自日本。

1.1.2　培养液　Engles MEM 培养基 (日本制药株式会社)按

说明配制成培养液 , 使用时加入 10%小牛血清 (成都生物制

品厂产品)、 双抗 、 L-谷氨酰胺 , 调 pH值 7.2～ 7.4。

1.1.3　受试物　木尘:采用某木综厂胶合板车间除尘室的木

尘 , 为桦木和柳桉的混合尘 , 用 200目分样筛过筛 , 分散度为

<2μm 占55.6%, 2 ～ 5μm 23.0%, 5～ 10μm 占 16.3%, >10μm

占 5.1%。置于干燥器中备用。

木尘悬液制备:一组经高压湿热灭菌 (15 磅 20分钟)后

加入无血清培养液 , 备用。

木尘提取液制备:一组经二氯甲烷 (DCM)常温浸泡 4 小

时 , 取上清液 , 残渣再用丙酮-甲醇 1∶1 混合液常温浸泡 4 小

时 , 取上清液。两种上清液混合 , 室温挥干 , 以不同浓度溶

于二甲亚砜 (DMSO), 备用。

1.1.4　阳性药物　丝裂霉素 C (Mitomycin C , MMC)Sigma公

司出品 , 用前以 pH 为 6.8 的 PBS 溶解稀释 , 于 0 ～ 4℃贮存备

用。环磷酰胺 (CP), 上海制药十二厂出品。

1.2　方法

1.2.1　细胞毒性测定　每个 25cm2 培养瓶加培养液 5ml接种

2.8×105 个细胞 , 37℃常规培养 , 24 小时后加入受试物 , 再

培养 24小时 , 台盼蓝染色观察细胞存活情况。以 50%细胞死
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亡的剂量为最高剂量 , 按 1/ 2比例递减。 2 种受试样品正式实

验时均设 4 个剂量组。

1.2.2　正式实验　每瓶接种 2.8×105 个细胞 , 经 24 小时培

养 , 加入受试物 、 阳性物及溶剂对照 , 染毒 24 小时 (-S9)

或 2 小时 (+S9)。 +S9 实验中 , 染毒结束后 , 细胞需继续培

养 22 小时。移去培养液 , 于培养瓶中加入 D-Hanks 液 2ml , 轻

摇数次后倒掉 , 连续冲洗 2 次后 , 以 0.25%的胰酶消化 1 ～ 2

分钟 , 加培养液终止消化 , 吹打细胞 , 使之均匀分散于悬液

中。

1.2.3　低渗 、 固定 、 制片　将上述细胞悬液移入离心管 , 以

1 000r/min离心 10分钟 , 弃上清液。加 0.075mol/ L KCl低渗10

分后 , 加固定液 (甲醇-冰乙酸 3∶1 混合液), 1 000r/ min 离心

10 分 , 弃上清液。经初步固定的细胞加固定液再固定 10 分 ,

1 000 r/min离心 10 分 , 弃上清。留少量残液将细胞吹打混匀

后 , 滴于洁净玻片上风干。

1.2.4　Giemsa染色 , 玻片计数　用新配制的 Giemsa 染液 (pH

=6.4)染色 10 ～ 15分 , 自来水冲洗 、 风干 、 编盲。每张玻片

油镜 (100×10)下计数1 000个完整细胞 , 每个剂量组共计

4 000个细胞 , 计算微核千分率。

毒性和正式实验重复一次 (报告的数字是 2 次实验的综

合结果)。

1.2.5　统计分析

用单侧 t检验比较处理组与对照组间的差别 , 用直线回归

法检验剂量-反应关系 , 用 t检验直线相关系数。

2　结果

2.1　细胞毒性实验结果 (表 1)

表 1　不同质量浓度木尘悬液和提取液的细胞毒性作用

木尘悬液
质量浓度 (μg/ml) 毒性

木尘提取液
质量浓度 (μg/ml) 毒性

0 - 7.25 -

10 - 14.50 -

100 + 29 -

500 ++ 58 ++

1 000 +++ 116 +++

　　注:+++:LD 75 , ++:LD50 , +:LD25 , -:LD0

由表 1 可见木尘悬液及提取液的 LD50 , 分别为 500μg/ml

和 58μg/ml。故正式实验时剂量设计分别是:木尘悬液组 500、

250、 125 、 62.5μg/ml;木尘提取液组为 58、 29、 14.5 、 7.25μg/

ml。
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2.2　两种受试物诱发微核率 (‰)(表 2)

表2 可见两种受试物在-S9 或+S9 实验条件下均能诱发

CHL细胞微核率显著增高。 -S9 实验条件下 , 木尘提取液组

诱发微核细胞率升高更明显 , +S9 实验条件下 , 木尘悬液及

提取液诱发微核细胞率均较-S9 时有所增加。其阴性对照和

阳性对照结果与文献报道一致[6] 。

表 2　木尘悬液与提取液微核率 (‰)

受试物
浓度

(μg/ml)

微核率 (x±s)
　　-S9　　　　　　+S9　　

空　　白 0.00 5.0±2.8 6.50±1.29

二甲亚砜 2% 5.0±0.0 5.50±1.91

丝裂霉素 C 0.25 33.5±9.0＊＊

环磷酰胺 0.20 53.25±8.85＊＊

木尘悬液 62.5 6.5±1.3 13.75±1.71＊＊

125 7.5±3.0 15.25±2.22＊＊

250 8.0±4.2 32.00±3.27＊＊

500 12.0±1.6＊＊ 17.25±2.99＊＊

木尘提取液 7.25 3.0±1.0 9.00±0.82＊＊

14.50 14.3±4.0＊ 18.25±4.57＊＊

29.00 12.8±4.0＊ 20.50±5.8＊＊

58.00 19.5±2.5＊＊ 22.00±6.25＊＊

　　与对照比较＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

2.3　浓度与微核率的相关关系 (表 3)

表 3　浓度与微核率的相关关系

相关系数 直线回归方程

悬液组 +S9 0.484 Y=12.33+0.0236X

-S9 0.983＊＊ Y=5.36+0.013X

提取液组 +S9 0.836＊ Y=9.22+0.2681X

-S9 0.867＊ Y=5.30+0.2586X

　　＊P <0.05 , ＊＊P<0.01。

表3 可见两种受试物浓度与微核率呈正相关 , 悬液-S9

和提取液-S9及+S9 组的相关系数差异有显著性。

3　讨论

　　Mohtshamipur等[5 ～ 6]用体外沙门氏菌 、 哺乳动物微粒体平

皿试验结果分析发现 , 榉木中含有诱变成分。刘树范等[ 7] 应

用 Ames 实验发现柞木水浸液在无 S9 时 TA98 出现阳性。

本实验结果显示 , 胶合板车间桦木和柳桉混合尘的悬液

和提取液在-S9 或+S9实验条件下均能诱发 CHL细胞微核率

显著升高 , 悬液-S9 组和提取液+S9、 -S9 组存在明显剂量-

反应关系。 -S9 实验条件下 , 提取液组诱发微核细胞率升高

更明显 , +S9 实验条件下 , 悬液和提取液组微核细胞率均较

-S9 时有增加 , 但木尘悬液组升高更明显。认为木尘悬液和

提取液在本实验条件下均为微核实验阳性。 说明该木尘悬液

和提取液可能具有诱变活性 , 国内外一些作者在对其他木材

的实验中也得到类似结果[ 5～ 7] 。

国内外多使用 Ames试验测定木材的诱变性 , Ames 试验检

测的遗传学终点为 DNA 碱基序列改变 , 而微核实验检测的遗

传学终点为染色体完整性及染色体分离改变 , 两种实验均为

阳性 , 提示木尘的遗传学作用终点在 1种以上 , 既可导致基因

突变 , 又可致染色体完整性改变;既能作用于原核细胞 , 又

能作用于真核哺乳动物细胞。其导致微核率升高的机理尚有

待进一步研究。

不同种类的木材在 Ames 试验中的诱变性不同[7] , 本实验

使用的木尘为直接采自作业车间桦木和柳桉木混合尘 , 其诱

变性来自何种成分有待进一步研究。
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