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　　摘要:目的　分析氯乙烯作业工人彗星实验结果 , 评价氯乙烯作业工人 DNA 损伤主要影响因素。方法　分离外

周血淋巴细胞 , 经彗星实验分析 DNA 损伤情况 , 应用聚合酶链反应 (PCR)检测谷胱甘肽转移酶 (GSTT 1 , GSTM 1)

基因型;应用 PCR和限制性酶切片段长度多态分析技术 (RFLP)检测细胞色素 P4502E1 酶基因型 (CYP 2E 1), 收集

历年体检资料 , 然后对结果进行统计分析。 结果　经各因素同 OTM 做秩和检验 , 平均每年接触量 、 CYP 2E 1 c 1c 2/

c 2c 2 、 饮酒均与氯乙烯作业工人 DNA损伤有关。结论　氯乙烯工人 DNA损伤情况受遗传特性 、 生活习惯 、 氯乙烯作

业等因素的综合影响 , 故用于氯乙烯工人健康监护应作全面考量。
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Risk factors assessment on occupational DNA damage in vinyl chloride workers using comet assay
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Abstract:Objective　Investigating the comet assay results of VCM(vinyl chloride monomer)workers to evaluate the main influ-

encing factors of DNA damage by this method.Method　Comet assay was used to detect the DNA damage.The genotypes of GSTT 1,

GSTM 1 and CYP 2E 1 were determined by polymerase chain reaction(PCR)and restriction fragment length polymorphism(RFLP)re-

spectively in DNA of white blood cells in the workers.Result　Rank test showed that CYP 2E 1 c 1c 2/ c 2c 2 , average VC exposure

level and alcohol-drinking habit were all correlated with DNA damage.Conclusion　DNA damage was affected by lifestyle , genetic

character and VCM exposure.Therefore , the finding of DNA damage should be given comprehensive analysis in occupational health

surveilliance of vinyl chloride workers.
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　　氯乙烯能引起肝脏毒性 , 并已被确定为人类致癌

物。自20世纪 90年代中期以来 , 我国聚氯乙烯行业

快速发展 , 产量由 1995年的 137.4 万吨增至 2005年

的650万吨 , 年均增长 14.3%, 明显高于国内同期

GDP 增长率
[ 1]
。因此 , 有必要探讨氯乙烯作业工人发

生DNA损伤状况及其影响因素 , 为氯乙烯接触人群

提供更好的健康监护 。

1　对象与方法

1.1　对象

选择氯乙烯作业超过 1 年并完整填写调查表的

2006年在职工人为研究对象 , 获得符合条件的工人

102名 (男 84名 、女 18名), 平均年龄 (33.9±9.3)

岁 , 平均工龄 (11.7±9.0)年。

1.2　彗星实验

1.2.1　血样采集　无菌抽取在职氯乙烯作业工人静

脉血5 ml肝素抗凝 , 分装2 ml做彗星实验 , 2 ml提取

DNA做基因多态性检测 , 1 ml备用 。

1.2.2　淋巴细胞分离 　取当天血液静置 , 弃上清 ,

加入等体积生理盐水混匀 , 加入到等体积 4 ml淋巴

细胞分离液中 , 2 000 r/min (半径 15 cm 水平转子)

离心 15 min , 收集界面细胞 , 光学显微镜下计数 , 调

整浓度为 100个/μl。

1.2.3　淋巴细胞彗星实验检测　磨砂载玻片预热至

40℃左右后 , 在载玻片上滴加 75μl 0.6%正常熔点琼

脂糖 , 制成第一层胶 , 待凝胶固化 , 75 μl 0.75%低
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熔点琼脂糖预热至 37℃后与 25μl细胞悬液混匀制成

0.5%低熔点琼脂糖制备第二层凝胶。待胶固化后将

载玻片放入裂解液 (2.5 mol/L NaCl 、 100 mmol/L

Na2EDTA 、 10 mmol/L Tris 、 pH10 , 用前加入 1%Triton

X 100和 10%DMSO)中裂解 1 h。然后将载玻片放入

电泳槽 , 在电泳缓冲液 (10 mol/L NaOH、 200 mmol/L

EDTA)中静置20 min使 DNA解链 , 恒压25 V 300 mA

低温避光电泳 20 min , 取出载玻片放入缓冲液 (400

mmol/L Tris-HCl , pH7.4)中和 2次 , 每次 10 min 。成

中性后晾干载玻片 , 10 ～ 15 μl溴化乙锭 (20 μl/ml)

染色 , 双蒸水冲去多余染液。盖上盖玻片后倒置荧光

显微镜下拍照 , 激发光为绿色 , 波长 515 ～ 560 nm ,

每个样品随即选取 100 个彗星图像 , CASP 彗星分析

软件分析彗星图像 , 统计 OTM 值 (OTM =彗星细胞

尾部 DNA%×头部中心到尾部中心的距离), 此指标

比单纯用头长 、 尾长等长度指标更能全面地反映

DNA的损伤程度。

1.3　氯乙烯代谢酶基因多态性

采用 Biospin全血基因组 DNA 提取试剂盒 ,提取

DNA ,分光光度法在260 nm、280 nm处测定其含量和质

量 , -20℃保存备用 。基因多态性测定见表 1。
表 1　基因多态性测定

基因 引物序列
退火

温度

限制性

内切酶
产物长度

CYP 2E 1 5-CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3

5-TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3

58℃ Pst 1 c1c1 410 bp

c1c2 410 bp/290 bp/120 bp

c2c2 290 bp/120 bp

GSTT1 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3 56℃ 有 480 bp

5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3 无

GSTM 1 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 56℃ 有 219 bp

5-GTTGGGCTCAAATATACGGTG-3 无

β-actin 5-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3 58℃ 540 bp

5-AAAAAGTATTAAGGCGAAGAT-3

1.4　统计分析

数据由 SPSS11.5 统计包处理 , 采用秩和检验 ,

分析各个因素对彗星实验 OTM 值的影响 。

2　结果

2.1　吸烟对OTM值的影响

本次实验将烟龄<10年且每天<10支定为轻度

吸烟 , 烟龄>10 年或每天 >10支者定为重度吸烟。

本次研究未发现吸烟与氯乙烯作业工人 DNA损伤有

关。见表 2。

2.2　饮酒对OTM值的影响

平均每天饮酒<60 g 者定义为轻度饮酒 , ≥60 g

者定义为重度饮酒 , 经成组设计多样本比较秩和检

验 , P<0.01差异有统计学意义 , 提示饮酒可能为

DNA损伤的影响因素。见表 3。
表 2　吸烟与 OTM值的关系

吸烟分级 n M P 25 ～ P 75 χ2 值 P值

不吸烟　 45 1.183 0.818～ 2.206 2.776 0.25

轻度吸烟 22 0.965 0.588～ 2.164

重度吸烟 35 2.048 0.812～ 6.199

表 3　饮酒与 OTM值的关系

饮酒分级 n M　 P 25 ～ P 75 χ2 值 P值

不饮酒　 36 1.027 0.730～ 1.847 10.347 0.006

轻度饮酒 52 1.213 0.715～ 2.114

重度饮酒 14 5.018＊# 1.562～ 14.726

　　与不饮酒组比较＊P=0.002 , 与轻度饮酒比较#P=0.004 , 有统

计学意义

2.3　平均每年接触量与 OTM 值关系

以工人每天实际接触 7 h , 每月工作平均约为 23

d (四班三运转 , 即上 3 d休息 1 d), 一个月总接触

9 660 min计 。

累积接触剂量=∑ (年接触氯乙烯平均浓度×当

年接触月数×9 660)×肺通气量×70%/106 (男肺通

气量均值6 500 ml/min , 女肺通气量均值4 300 ml/

min , 30%为无效腔)

平均年接触剂量=累积接触剂量/工龄

由表 4可看出高剂量与低剂量接触工人相比 DNA

损伤较为严重 , 提示氯乙烯平均每年的接触量与氯乙

烯作业工人DNA损伤有关 。
表 4　平均每年接触量与OTM 值关系

平均年接触量

(mg/m3)
n M　 P 25 ～ P 75 χ2 值 P值

0 32 0.818 0.525～ 1.629 12.860 0.002

10 000～ 11 0.964 0.642～ 1.470

≥30 000 59 1.647＊ 0.922～ 5.342

　　与 0 mg/m3 比较＊P=0.001 , 有统计学意义

2.4　工龄 、 年龄对 OTM 值的影响

由表 5可看出工龄 、 年龄并不是引起 DNA 损伤

的影响因素 。可能由于氯乙烯在体内的代谢速度很

快 , 蓄积性不明显 , 且 DNA损伤后机体存在修复机

制 , DNA损伤仅反映即时的情况 , 因而未发现 DNA

损伤与工龄有统计学关系 。

2.5　氯乙烯代谢酶细胞色素 P450 2E1 (CYP 2E 1)

基因型与OTM值关系

由于 CYP 2E 1 c 2c 2 基因型仅为 5 例 , 将其与
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c 1c 2合并进行统计分析 。表 6表明具有氯乙烯 Ⅰ相

代谢酶 CYP 2E 1 c 1c 2/c 2c 2比 c 1c 1型的工人更易发

生DNA的损伤。
表 5　工龄 、 年龄与 OTM 值的关系

n M P 25 ～ P 75 χ2 值 P值

工龄分级　

　1～ 5年 32 0.993 0.570～ 2.235 4.061 0.131

　6～ 10年 31 1.532 0.908～ 2.706

　>10年 39 1.080 0.877～ 7.323

年龄分级

　20～ 30岁 42 1.054 0.713～ 2.093 1.576 0.455

　31～ 40岁 30 1.534 0.747～ 2.654

　>40岁 30 1.274 0.820～ 5.837

表 6　CYP 2E 1基因型与 OTM 值关系

CYP 2E 1基因型 n M P 25 ～ P 75 Z 值 P值

c 1c 1 80 1.054 0.394～ 1.905 3.267 0.001

c 1c 2/ c 2c 2 22 2.216 1.271～ 8.512

2.6　氯乙烯代谢酶谷胱甘肽-S-转移酶 (GSTT 1、

GSTM 1)基因型与 OTM值关系 (表 7)
表 7　GSTT 1 、 GSTM 1基因型与 OTM值关系

基因型 n M P 25 ～ P 75 Z 值 P值

GSTT 1基因型

野生型 54 1.276 0.859～ 3.176 0.278 0.781

缺失型 48 1.244 0.702～ 3.340

GSTM 1基因型

野生型 57 1.195 0.764～ 2.311 0.398 0.691

缺失型 45 1.522 0.815～ 2.546

　　本研究显示 , GSTT 1 基因缺失 型频率为

47.06%, GSTM 1 基因缺失型频率为 44.17%, 与相

关文献报道相符 (GSTT 1 29.1%～ 54.0%, GSTM 1

42.5%～ 47.5%)[ 2～ 4] , 未见其与肝损伤有明显关系。

CYP 2E 1 c 1c 2基因频率为 68.63%, c 2c 2基因频率为

26.47%, c 1c 2基因频率4.90%, 与相关报道相符[ 5] 。

本次 实验 未 发 现 谷 胱甘 肽-S-转 移 酶基 因 型

(GSTT 1 、 GSTM 1)与彗星实验 OTM值即 DNA损伤

有关 。

2.7　引起DNA损害的各因素组间比较

引起DNA损害的各因素组间可比性分析 , 由表 8

可看出 CYP 2E 1基因型 (c 1c 1、 c 1c 2/ c 2c 2)两组之

间年接触VCM 量 、 饮酒因素分布未发现差异;饮酒

(不饮酒 、 轻度饮酒 、 重度饮酒)3 组之间年接触

VCM量 、 CYP 2E 1基因型因素分布未发现差异;年

接触VCM 量 (0 mg/m3 ～ 、 10 000 mg/m3～ 、 ≥30 000

mg/m3)3组之间饮酒 、 CYP 2E 1基因型因素分布未

发现差异。说明组间其他 DNA损伤影响因素具有可

比性 。

表 8　各影响因素均衡性秩和检验比较

对照组 影响因素 Z 值 χ2 值 P值

CYP 2E 1基因型 年接触VCM量 1.495 — 0.135

饮酒 1.097 — 0.272

饮酒 年接触VCM量 — 4.590 0.101

CYP 2E 1基因型 — 2.210 0.330

年接触VCM 量 CYP 2E 1基因型 — 2.182 0.336

饮酒 — 4.552 0.104

3　讨论

本研究通过 VCM 接触工人淋巴细胞彗星实验

(单细胞凝胶电泳), 评价VCM 所致的 DNA损伤 , 并

通过接触工人累积接触剂量的准确计算 , 评估累积接

触剂量和职业危害间的关系 , 综合探讨氯乙烯作业工

人发生主要职业危害的影响因素。

彗星实验 (comet assay)是一种在单细胞水平上

检测 DNA损伤与修复的方法 。传统的 DNA 电泳理论

认为 , DNA迁移距离是与其片段大小成比例的 , 但

是彗星实验有着与传统的电泳不同的机制。在细胞核

中 , DNA环状附着在核基质上 , 在细胞裂解过程中 ,

核基质被溶解 、 抽提 , DNA 仍保留核样结构;如果

DNA链上存在缺口 , 则使 DNA 超螺旋变得松弛 ,

DNA环将向外伸展 , 同时由于缺口暴露了负电荷 ,

在电场力作用下 , 松动的 DNA 环向阳极迁移。但这

种松动的 DNA 环其一端仍附着于核 DNA , 迁移距离

受到限制 , 因此 , 迁移的远近 (即尾长)与松动释放

的DNA 环量的多少并不完全一致。事实上 , 反映

DNA损伤程度的因素还包括尾部 DNA 的含量 , DNA

损伤越严重 , 进入尾部的 DNA 越多 , 表现为尾长和

尾部荧光强度的增加 。所以 , 尾矩指标能够更全面地

评价 DNA的损伤程度 , 而单独以尾长或尾部 DNA含

量作为分析指标则不能真实反映致损伤剂的剂量-效

应关系[ 6] 。因此本实验采用 Olive 尾矩 (OTM)作为

彗星实验的分析数据 。

采用 CASP彗星图像分析软件分析彗星图像可以

克服由于主观因素和定量标准不统一而产生的误差 ,

而且能简化操作 , 节省人力 , 精确度较高。根据数码

照片能够测出的指标有:头部和尾部的 DNA 量 、 头

部和尾部的 DNA%、 头部半径 、 尾长 、 彗星全长 、

尾矩和Olive尾矩等。可将分析所得数据以文本格式保

存为一张表格 , 便于统计软件进行分析[ 7] 。

本实验显示彗星实验OTM 值能较好地反映 DNA

损伤的情况 , 为较为灵敏的指标 , 可作为氯乙烯作业

工人健康状况的体检指标 。对代谢酶基因型与氯乙烯

致 DNA 损伤关系的研究显示 , CYP 2E 1 c 1c 2/c 2c 2

基因型在长期接触毒物时 , 可能是氯乙烯致DNA损伤

(下转第 224页)
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性 , 肺及肾间质出现炎性细胞浸润 , 另有 1只雌鼠肾

盂肾炎 , 高剂量组有 1只雌鼠出现肝点状坏死及肝间

质少量炎细胞浸润。其他动物被检脏器未见改变 。

3　讨论

致突变试验通常采用反映基因突变 、体细胞突变

和遗传危害 (生殖细胞突变)的配套试验来检测外来

化合物的诱变性 。以往报道利用微核试验 、Ames试验

及小鼠精子畸形试验评价甲氨基阿维菌素苯甲酸盐原

药的致突变性 ,结果表明甲氨基阿维菌素苯甲酸盐原

药无明显致突变作用[ 3] 。因不少非诱变性因素如变态

反应 、缺血 、体温升高 、感染都可引起精子畸形 ,增加了

试验结果的不确定性 。而小鼠睾丸精母细胞染色体畸

变试验主要是检测生殖细胞染色体结构和数目的改

变 ,对遗传危害评价意义较大
[ 4]
。本研究中微核试验 、

Ames试验结果均为阴性 ,与文献报道一致[ 3] 。小鼠睾

丸精母细胞染色体畸变试验结果亦为阴性 ,更进一步

证实了甲氨基阿维菌素苯甲酸盐没有遗传危害。

甲氨基阿维菌素苯甲酸盐具有明显的神经毒性作

用 , 急性中毒时主要表现为乏力 、 运动失调 、肌肉颤

动等[ 5] 。发育神经毒理学研究亦显示该农药对动物子

代具有明显的神经毒副作用
[ 6]
。本研究给大鼠连续灌

胃染毒3个月 , 观察到高剂量组部分动物在实验末期

出现全身震颤 、 精神不振等神经毒性症状。雄鼠脑的

脏器系数增加 , 但脑的病理组织学检查未见改变 。

在亚慢性经口染毒毒理学研究中 , 血液学检查发

现高剂量组雌鼠及中 、高剂量组雄鼠淋巴细胞比例降

低 、 中间细胞比例增高。各剂量组的白细胞计数与对

照组比较尽管无统计学意义 , 但却呈现出随着剂量的

增加而下降的趋势。提示甲氨基阿维菌素苯甲酸盐对

动物的造血系统及免疫功能有一定的影响。

血生化检查结果显示雄鼠总蛋白及白蛋白增加且

有剂量-反应关系。高剂量组肝脏脏器系数明显增加 ,

但肝脏的病理组织学检查与对照组比较未见明显改

变。甲氨基阿维菌素苯甲酸盐是否影响肝脏的蛋白代

谢及其机制有待进一步探讨。有文献报道 , 甲氨基阿

维菌素苯甲酸盐原药能引起动物肾功能及肾脏脏器系

数改变[ 7] 。研究结果显示雄鼠高剂量组肾脏脏器系数

明显增加 , 但肾功能指标与病理检查未见改变。

甲氨基阿维菌素苯甲酸盐原药对雄鼠体重 、 临床

表现 、血液及生化指标的影响比雌鼠明显 , 说明其对

动物的毒性作用存在性别差异 。经对实验结果的综合

分析 , 甲氨基阿维菌素苯甲酸盐原药 SD大鼠亚慢性

经口毒性的最大无作用剂量为 0.89 mg·kg-1·d-1 。
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的主要原因之一 , 与以往报道相一致
[ 5]
。

本次实验表明氯乙烯代谢酶 CYP 2E 1 基因型 、

饮酒 、 平均每年接触剂量是作业工人发生 DNA损伤

的影响因素。接触氯乙烯浓度越高 、饮酒较为严重以

及具有 CYP 2E 1 c 1c 2/c 2c 2基因型者容易发生 DNA

损害 。提示对VCM接触工人的健康监护应综合考虑 ,

企业注重改进工艺流程 , 更新设备 , 减少跑冒滴漏 ,

降低工作场所氯乙烯浓度 , 同时提高对具有 CYP 2E 1

c 1c 2/ c 2c 2基因型者的监护水平 , 及早发现易感者 ,

达到一级预防的目的 。
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