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　　摘要:分离大鼠淋巴细胞 , 经不同浓度的乙二醛作用后 ,

采用 AlamarBlueTM摄入法检测细胞活力 , 采用流式细胞术

(FCM)检测细胞凋亡。结果显示 , 乙二醛浓度在 125μmol/L

以上时 , AlamarBlue的还原率明显低于对照组 , 差异有统计

学意义;乙二醛浓度为 0.5、 1、 2 mmol/L时 , 凋亡百分率明

显高于对照组。提示乙二醛可抑制大鼠淋巴细胞的活力和诱

导凋亡发生。
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乙二醛广泛应用于造纸 、 纺织 、 制药 、 染料生产等工艺 ,

还存在于水和食物中。 在水和大气芳香烃的臭氧化产物

中 [ 1, 2] , 加热后的糖和咖啡中 [ 3]及烟草中也发现其存在 [ 4] 。

以前的研究认为乙二醛的毒性较低 , 主要表现为对眼及呼吸

道黏膜的刺激作用。近年来发现它还有致突变性和致癌性 [ 5] ,

能引起淋巴细胞 DNA单链断裂 , 导致 DNA损伤 [ 6] 。目前有

关乙二醛诱导细胞凋亡的研究很少。 本研究检测了乙二醛对

大鼠淋巴细胞活力的影响和诱导凋亡的作用 , 为探讨乙二醛

的毒作用机制提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料

健康 Wistar雄性大鼠 , 体重 (200±10)g, 由中国医科

大学实验动物部提供。常规喂养 , 观察 1周后 , 健康者供实

验用。主要试剂:40%乙二醛 , 天津市博迪化工有限公司 ,

分析纯;RPMI1640培养液 , Sigma公司;小牛血清 , 华美试

剂公司;AlamarBlueTM, InternationalBiosource;淋巴细胞分离

液 , 上海试剂二厂;碘化丙啶 , PI, 华美试剂公司。主要仪

器:超净工作台 , 苏州安泰空气技术有限公司;二氧化碳培

养箱 , Heraeus(荷兰);全自动酶标仪 , Labsystems(芬兰);

三用恒温水温箱 , 北京长安科学仪器厂;XJ-Ⅱ型离心机 , 上

海医用分析仪器厂;倒置相差显微镜 , Olympus(日本);流

式细胞仪 , BD公司 (美国)。

1.2　方法

1.2.1　淋巴细胞活力测定　从大鼠下腔静脉取血后 , 用无血

清 RPMI1640稀释 , 用淋巴细胞分离液密度梯度离心法分离淋

巴细胞 (3 000 r/min, 30 min), 离心后吸取中间乳白色絮状

的淋巴细胞 , 用 RPMI1640液洗 2次 (1 000 r/min, 10 min)。

然后加入含 10%小牛血清的 RPMI1640培养液 , 调整悬液的

细胞密度为 1×105个 /ml, 接种于 96孔板 , 加入乙二醛 , 使

其终浓度分别为 31.25 μmol/L、 62.5 μmol/L、 125 μmol/L、

250μmol/L、 500 μmol/L、 1 mmol/L和 2 mmol/L, 对照组加

入等量培养液 , 每组 8个平行样 , 置于 37℃、 5%CO
2
的恒温

培养箱中培养 24 h。结束培养前 4 h每孔加入 10 μlAlamar-

Blue, 在培养箱中继续孵育至培养结束。用酶标仪在 540 nm

和 620 nm波长下分别测定各孔吸光度。

1.2.2　诱导细胞凋亡检测　从大鼠下腔静脉采血 , 分离淋巴

细胞 , 用无血清 RPMI1640培养液调整细胞密度为 3 ×106个 /

ml, 分别加入乙二醛溶液 , 使其终浓度为 0.25 mmol/L、 0.5

mmol/L、1 mmol/L、2 mmol/L和 4 mmol/L, 对照组加入等量培

养液 , 每组 6个平行样 ,混匀后置 37℃水浴孵育 2 h。染毒完毕

后用 PBS洗细胞 , 固定在 4℃、70%的乙醇中过夜。洗掉固定液

后 , 加入 0.3 mlPI染液(PI5 mg、Rnase2 mg、生理盐水 65 ml、

枸橼酸钠 100 mg,加蒸馏水至 100 ml, 调 pH值至 7.2 ～ 7.6),

37 ℃孵育 30 min, 用 FACS流式细胞仪检测 , 收集 10 000个细

胞 , CellQuest软件获取并分析数据 ,计算细胞凋亡百分率。

1.3　统计分析

采用 SPSS11.0统计软件进行数据分析。

2　结果

2.1　乙二醛对淋巴细胞活力的影响

以 AlamarBlue的还原率表示细胞活力。不同浓度乙二醛

作用 24h后 , 浓度为 31.25 μmol/L和 62.5 μmol/L的乙二醛

对细胞活力无影响。 浓度为 125 μmol/L～ 2 mmol/L时 ,

AlamarBlue的还原率下降 , 与对照组相比差异有统计学意义

(P<0.01)。见表 1。

表 1　不同浓度乙二醛对淋巴细胞活力的影响

乙二醛浓度 AlamarBlue还原率 (%)

对照组 37.40±0.20
31.25μmol/L 37.03±0.44
62.5μmol/L 36.94±0.46
125μmol/L 33.18±0.40＊＊

250μmol/L 30.97±0.32＊＊

500μmol/L 26.15±0.77＊＊

1mmol/L 18.26±0.27＊＊

2mmol/L 12.72±0.11＊＊

　　与对照组相比 , ＊＊P<0.01

2.2　乙二醛对淋巴细胞凋亡的影响
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乙二醛浓度为 0.25 mmol/L时未显示出对细胞凋亡有影

响。乙二醛浓度为 0.5、 1、 2和 4 mmol/L时凋亡细胞明显增

多 , 与对照组相比差异有统计学意义 (P<0.01)。见表 2。

表 2　乙二醛对大鼠淋巴细胞凋亡的影响

乙二醛浓度 凋亡率 (%)

对照组 6.20±0.23

0.25mmol/L 6.58±0.02

0.5mmol/L 8.86±0.46＊

1mmol/L 12.17±0.46＊＊

2mmol/L 17.30±0.40＊＊

4mmol/L 23.54±0.42＊＊

　　与对照组相比 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01

3　讨论

曾有报道 , 乙二醛具有细胞毒性 , 通过阻止人成纤维细

胞 DNA合成而影响其分化 [ 7] 。本研究结果显示 , 浓度在 125

μmol/L以上的乙二醛对淋巴细胞活力有抑制作用 , 具有细胞

毒性 , 染毒浓度越高 , 细胞毒性越大。

细胞凋亡是由基因控制的程序化细胞死亡 , 对于机体稳

态的维持 、 某些疾病的发生与发展 、 神经系统的正常发育以

及机体对环境因素刺激的应答等方面具有重要意义 [ 8] 。目前

有关乙二醛诱导细胞凋亡的研究很少。 Kasper等 [ 9]研究了乙

二醛对人胚肺上皮 L132细胞的体外影响 , 发现增加乙二醛的

浓度能使凋亡细胞数增加。 Roehlecke等 [ 10]发现 200 mmol/L

乙二醛能诱导 L132肺上皮细胞凋亡 。在本实验中 , 我们观察

到乙二醛能诱导大鼠淋巴细胞发生凋亡 , 经流式细胞仪分析 ,

DNA直方图上出现典型的细胞凋亡峰 , 且凋亡率随乙二醛的

剂量增加而逐渐加大。由于细胞内存在着多种信息传递方式 ,

相应地导致有许多条细胞凋亡的途径。而且刺激作用的起始

点也不同 , 有的起始于细胞信号水平 , 有的起始于基因转录

水平 , 也有的起始于酶的活化水平 , 但无论哪一条途径 , 其

最终结果都统一于具有特定形态变化的基因关启程序化过程。

乙二醛可能经过多种途径介导了淋巴细胞的凋亡 , 具体机制

尚待进一步研究。
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苯乙烯对仔鼠生理和行为发育的影响
Effectofstyreneonphysiologyandbehaviordevelopmentinpups
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　　摘要:本实验研究发现 , 染毒苯乙烯后的母鼠生长发育

良好 , 未见有意义的中毒症状;500、 1 000 mg/kg染毒组分

别有 2只和 5只母鼠难产 , 剖腹均为死胎;仔鼠出生后 1、 7、

14 d的存活率明显低于对照组 , 大部分生理发育指标出现时

间晚于对照组 , 行为发育指标阳性率明显低于对照组 , 差异

有统计学意义 (P<0.05)。说明接触较高剂量苯乙烯可对子

代的生理 、 神经行为发育造成明显的损害。
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本研究旨在探讨妊娠大鼠围生期接触苯乙烯对子代生理

和神经行为发育的影响 , 为深入了解苯乙烯对仔代发育可能

造成的损害作用提供毒理学实验资料。

1　材料与方法

1.1　试剂

苯乙烯由抚顺化工塑料厂提供 , 纯度为 99.96%。溶剂油
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