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　　摘要:目的　探讨甲醛诱导 DNA-蛋白质交联作用及其修复效应。方法　采用培养 V79细胞株作为实验材料 , 以

不同浓度的液态甲醛 (0、 50、 100、 200、 400、 800、 1 600 μmol/L)对细胞染毒 1 h后检测 DPC率 , 并根据实验结果

选取 200μmol/L对培养细胞株进行修复实验 (修复 0、 6、 12、 18、 24h)。采用 KCl-SDS沉淀法检测 DPC率。结果　

较高浓度的液态甲醛 (≥200μmol/L)可以产生明显的 DPC效应 (P<0.05);由 200 μmol/L浓度的液态甲醛诱导

V79细胞产生明显的 DPC(P<0.05), 经过修复可以恢复到空白对照水平 (P>0.05)。结论　较高浓度的甲醛可以

明显诱导 DPC形成 , 甲醛所致的 DNA-蛋白质交联可以得到修复。
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EffectofformaldehydeonDNA-proteincrosslinkanditsrepairinV79 cellline
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Abstract:Objective　Toexploretheeffectofformaldehyde(FA)onDNA-proteincrosslink(DPC)anditsrepair.

Methods　V79 celllinefromChinesehamsterwasusedinthestudy.ThecellswereculturedwithdifferentconcentrationsofFA

solutions(0, 50, 100, 200, 400, 800, 1 600μmol/L)for1h.DPCrateinV79celllinewasdetectedbyKCl-SDSassay,

therepairofDPCin200 μmol/LFAsolutionwasexaminedat0, 6, 12, 18 and24 hrespectivelyafterexposure.Results　

TheDPCincellsexposedtohigherconcentrationsofFAsolution(≥200 μmol/L)weresignificantlyhigherthanthoseofcon-

trolgroup(P<0.05), whiletheDPCinducedby200 μmol/LofFAsolutioncouldberepairedafter18 handrestoredtocon-

trollevelafter24 h.Conclusions　TheresultssuggestedthathigherconcentrationofFAmightinduceDNA-proteincrosslink,

howeverthiskindofDPCcouldbewellrepaired.
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　　挥发性有机物广泛存在于人们的生活和生产环境

中 , 并可对人体的多个系统产生危害 。因此人们在享

受生活的同时往往忽视了其带来的不利于健康的影

响 。其中甲醛以其毒性大 、污染水平高 、 污染时间长

等特点成为我国室内主要空气污染物之一 , 被人们广

泛关注 。有研究认为 , 甲醛可以诱导各组织器官的氧

化损伤 、 DNA链断裂 (DNAstrandbreakage, DSB)、

DNA-DNA交联 (DNA-DNAcrosslinks, DDC)、 DNA-

蛋白质交联 (DNA-proteincrosslinks, DPC)等
[ 1, 2]

,

其中 DPC在致癌性和致突变性中起着至关重要的作

用 。WHO指出甲醛所引起的 DPC效应能造成生物分

子遗传损伤 , DPC可以作为机体潜在突变的分子标

志物 , 甲醛与 DPC的剂量-效应关系已被用于甲醛致

癌性的危险度评价。笔者以培养 V79细胞 (中国仓

鼠肺细胞)作为实验材料 , 采用 KCl-SDS沉淀法检

测 DPC系数 , 对不同浓度甲醛所致 DNA损伤及其剂

量 -效应关系进行探讨。

1　材料与方法

1.1　主要仪器与试剂

PF-5301型荧光分光光度计 (岛津公司), MCO-

15AC型二氧化碳培养箱 (SANYO), ZHJH-1214C型

操作净化台 (上海智诚公司), CKX31型倒置显微镜

(Olympus)。 10%的甲醛溶液 (Sigma), 十二烷基硫

酸钠 (SDS, Sigma), 蛋白酶 K(Amresco), Ho-

echst33258荧光染料 (Sigma), 小牛胸腺 DNA(Sig-

ma), 三羟基氨基甲烷盐酸盐 (Tris-HCl, Amresco),

乙二胺四乙酸 (EDTA, Amresco), RPMI1640细胞

培养液 (Gibco), 胎牛血清 (杭州四季青), 青链霉

素 (双抗 , Gibco), 胰酶 (Gibco), 其他试剂均为国

产分析纯。

1.2　实验材料及细胞培养

本研究采用培养 V79细胞株为实验材料 。细胞
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株购自中国科学院上海细胞库 。细胞培养于含 15%

的胎牛血清 、 100 U双抗的 RPMI1640培养液中 , 于

37 ℃、 CO2含量为 5%的 CO2培养箱中 , 每 2 ～ 3天

传代一次。在细胞生长至对数生长期时进行实验。台

盼蓝排斥试验检测细胞活力 , 细胞存活率达 90%。

1.3　实验方法

1.3.1　DPC实验方法　将 V79细胞悬液接种于 24

孔培养板 , 分别用 10%的甲醛溶液和 RPMI1640细胞

培养液配制成不同终浓度的甲醛溶液 (0、 50、 100、

200、 400、 800、 1 600 μmol/L), 于 37 ℃、 CO2 含

量为 5%的 CO2培养箱中染毒 1 h, 每个浓度组 5孔。

染毒结束后取出离心 , 用 PBS清洗后进行检测 。

1.3.2　DPC修复实验方法　将 V79细胞悬液接种于

24孔培养板 , 分别用 10%的甲醛溶液和 RPMI1640

细胞培养液配制成终浓度为 200 μmol/L的甲醛溶液

于 37 ℃、 CO2含量为 5%的 CO2培养箱中染毒 1 h。

染毒结束后离心弃上清 , PBS清洗后用 RPMI1640细

胞培养液重悬 , 于培养箱中孵育 0、 6、 12、 18和

24 h, 设 1个未染毒对照组 , 每组 5孔 。检测各组

DPC系数 , 观察 DPC的修复效应。

1.3.3　DNA标准曲线的制作　用 0.5 ml清洗缓冲

液配制终浓 度分别为 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 , 加入 0.5 ml新鲜配制的终浓度为

400 ng/ml荧光染料 Hoechst33258, 使荧光染料的终

浓度为 200 ng/ml, 置于暗处 30 min, 用荧光分光光

度计在 350 nm发射光和 450 nm激发光下测得各浓度

的荧光值 , 制备标准曲线 , 所得回归方程为:y=

0.083 4x+21.714, r
2
=0.997 5, 见图 1。

图 1　DNA浓度标准曲线

1.3.4　DPC系数的检测　采用改良的 KCl-SDS沉淀

法进行检测。 SDS可以与 DPC以及其他蛋白结合 ,

不与游离 DNA结合 , 再加入 KCl可使 DPC和蛋白质

沉淀下来 , 而游离 DNA则留在上清液中 , 移除上清

液后 , 再向沉淀中加入蛋白酶 K除去蛋白质 , 使

DPC中的结合 DNA游离出来 , 用荧光法测定结合

DNA荧光值 (A)以及上清液中游离 DNA荧光值

(B), 计算 DPC系数 (η) =A/ (A+B)。

细胞悬液用 SDS溶液轻微振荡裂解 , 65 ℃恒温

水浴。从水浴中加入的 Tris-HCl-KCl溶液吹匀。在冰

上冷冻 5 min后于 4 ℃以 10 000 r/min离心 5 min, 收

集上清至离心管中。沉淀用清洗缓冲液重悬 , 65 ℃

水浴 , 冰上冷冻 5 min后离心 , 收集上清至同一只离

心管中 , 再重复此步一次 。染色前将离心管中的上清

液取 1 ml备用 (含游离 DNA)。沉淀中加入 1 ml终

浓度为 0.2 mg/ml的蛋白酶 K, 50 ℃水浴消化 3 h,

在冰上冷冻 5 min后于 4 ℃以 12 000 r/min离心 10

min, 收集上清液于另一只离心管中 (含结合 DNA)。

在样品中分别加入 1 ml新鲜配制的终浓度为 400 ng/

ml荧光染料置于暗处染色 30 min后测定其荧光值计

算 DPC系数。

1.4　统计学方法

本实验测得的数据采用 Origin5.0统计软件分

析 , 进行 t检验并作图 。以 α=0.05为检验水准。

2　结果

2.1　液态甲醛致 V79细胞 DPC效应

图 2可见 , 200 μmol/L及以上较高浓度组诱导

V79细胞产生的 DNA-蛋白质交联率均高于对照组

(P<0.05), 50 μmol/L和 100 μmol/L等较低浓度组

DNA-蛋白质交联率与对照组相比虽有升高趋势 , 但

差异无统计学意义 (P>0.05)。这说明液态甲醛在

较高浓度水平 (≥200 μmol/L)时 V79细胞 DNA可

以与蛋白质分子发生明显的交联性损伤。

与对照组比较, ＊P<0.05

图 2　液态甲醛致 V79细胞 DPC效应

2.2　液态甲醛致 V79细胞 DPC的修复效应

图 3显示 , 细胞经过 200 μmol/L的液态甲醛染

毒后 , 0 h修复组 DNA-蛋白质交联率高于对照组 (P
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<0.05), 这说明 200 μmol/L的液态甲醛可以诱导

V79细胞产生 DNA-蛋白质交联。液态甲醛诱导 V79

细胞产生的 DPC经过 6 h和 12 h修复后 , DNA-蛋白

质交联率与 0 h组相比虽有下降趋势 (P>0.05);

经过 18 h和 24 h修复后 DNA-蛋白质交联低于 0 h组

(P<0.05), 但与空白对照组相比差异无统计学意义

(P>0.05), 这说明此时的 DPC已经得到修复 。

与对照组比较 , ＊P<0.05;与 0 h组比较 , #P<0.05

图 3　液态甲醛致 V79细胞 DPC修复效应

3　讨论

WHO已于 2004年将甲醛确定为Ⅰ类致癌物。其

发表的报告称 , 高浓度的甲醛能导致耳 、 鼻 、 喉癌 ,

也可能导致白血病
[ 3]

。张美荣等
[ 4]
研究认为甲醛可

以影响 V79细胞 DNA和 RNA合成。在正常细胞中存

在着一定量的 DPC, 这是 DNA与核蛋白的正常联系

或其代谢的结果 , 对维持细胞的正常活动具有重要作

用 , 当有外来物理 、 化学因素作用时 , 则可诱导出过

量的 DPC。DPC仅可发生在单链 DNA上 , 这表明这

种交联只能发生在 DNA复制和转录期间 , 因此 ,

DPC的形成必将对 DNA的构像和功能 (复制与转

录)产生严重的影响 , 并在其复制过程中容易造成

某些重要基因 (如抑癌基因)的丢失 , 导致肿瘤或

某些严重疾病的发生。可见 DPC过度增加是一种病

理现象 , 是 DNA分子的一种严重的遗传损伤
[ 5]

, 会

导致染色体断裂 、 缺失 , 以及基因突变和细胞的死

亡
[ 6, 7]

。甲醛诱导 DPC形成的实验结果表明 , 甲醛在

低浓度 (≤100 μmol/L)时不能明显诱导 DPC效应 ,

而较高浓度 (≥200 μmol/L)则可以明显诱导 DPC

形成。这说明甲醛对 V79细胞具有 DNA损伤作用 ,

其损伤程度随甲醛浓度的增加而增加 , 具有剂量-效

应关系。通过 DPC修复实验可知甲醛导致细胞的

DPC效应在一定时间内是可以得到修复的 , 这与国

内外相关研究的结论一致
[ 8 ～ 12]

。 SpeitG等
[ 13]
采用彗

星试验通过对姐妹染色体互换的诱导和微核之间的关

系实验对 V79细胞的研究也证实 , 甲醛可以诱导

DNA-蛋白质交联 。 Shaham等
[ 14]
研究认为 DPC也许

是致癌过程中主要的早期损伤之一 , 认为 DPC可作

为甲醛生物监测的标志物 。本研究结果提示甲醛可引

起 DNA与蛋白质发生交联 , 甲醛所致 DPC可作为引

起机体损伤的一种有效的生物标志物 。

参考文献:
[ 1] ConawayCC, WhysnerJ, VernaLK, etal.Formaldehydemecha-

nisticdataandriskassessment:endogenousprotectionfromDNAad-

ductformation[ J] .PharmacolTher, 1996, 71:29-55.

[ 2] LuK, BoysenG, GaoL, etal.Formaldehyde-inducedhistonemodifica-

tionsinvitro[J].ChemResToxicol, 2008, 21 (8):1586-1593.

[ 3] WHO.Internationalagencyforresearchoncancerclassifiesformalde-

hydeascarinogenictotohumans[ R].Genevese:WHO, 2004.

[ 4] 张美荣 , 周建华 , 时锡金.甲醛对 V79细胞 DNA、 RNA合成影

响的体外实验研究 [ J] .苏州大学学报 (医学版), 2004, 24

(4):463-468.

[ 5] VictoriaV, AnatolyZ.AnalysisofDNA-proteincrosslinkingactivity

ofmalondialdehydeinvitro[ J] .MutationResearch, 1999, 424:

97-106.

[ 6] ReneeLB, EricJJ, JeffreyJR.Apiezoelectricmethodformonito-

ringformaldehydeinducedcrosslinkformationbetweenpoly-lysineand

poly-deoxyguanosine[ J] .Talanta, 2000, 51:159-171.

[ 7] QuievrynG, ZhitkovichA.LossofDNA-proteincrosslinkfromform-

aldehyde-exposedcellsoccursthroughspontaneoushydrolysisandan

activerepairprocesslinkedtoproteosomefunction[ J] .Carcinogene-

sis, 2000, 21:1573-1580.

[ 8] RidpathJR, NalamuraA, TanoK, etal.Cellsdeficientinthe

FANC/BRCApathwayarehypersensitivetoplasmalevelsofformalde-

hyde[ J] .CancerRes, 2007, 67:11117-11122.

[ 9] NakanoT, MorishitaS, TeratoH, etal.RepairmechanismofDNA-

proteincrosslinkdamageinEscherichiacoli[ J] .NucleicAcidsSymp

Ser, 2007, 51:213-214.

[ 10] YingshuaiLiu, ChangMLI, ZhisongLu, etal.Studiesonforma-

tionandrepairofformaldehyde-damagedDANbydetectionofDNA-

proteincrosslinksandDNAbreaks[ J] .FrontiersinBioscience,

2006, 11:991-997.

[ 11] GanY, XuQ, PengG, etal.Acomparisonbetweentheeffectson

DNA-proteincrosslinksofSaccharomycesandE.coliinducedbyformalde-

hyde[J].ActaMicrobiologicaSinica, 2007, 47:164-167.

[ 12] SpeitG, SchǜtzP, MerkO.Inductionandrepairofformaldehyde-

inducedDNA-proteincrosslinksinrepair-deficienthumancelllines

[J].Mutagenesis, 2000, 15:85-90.

[ 13] SpeitG, SchǜtzP, HögelJ, etal.Characterizationofthegenotoxic

potentialofformaldehydeinV79 cells[ J] .Mutagenesis, 2007, 22

(6):387-394.

[ 14] ShahamJ, BomsteinY, MeltzerA, etal.DNA-proteincrosslinks,

abiomarkerofexposuretoformaldehydeinvitroandinvivostudies

[J].Carcinogenesis, 1996, 17: 121-125.

·415·　　中国工业医学杂志　2009年 12月第 22卷第 6期　　ChineseJIndMed　Dec2009, Vol.22 No.6


