
在细胞毒理学实验中，受试物与细胞接触时间的长短是影响

实验结果的一个因素。本实验倒置显微镜下观察细胞未发现

异常的形态学改变，碳化硅冶炼烟尘对体外培养的 NIH /3T3
细胞毒性作用较弱，受试物在不同染毒剂量下，随染毒浓度

的增加、作用时间的延长，细胞相对存活率和增殖率总体呈

上升趋势，提示碳化硅冶炼烟尘对 NIH /3T3 细胞的生长可能

有促进作用，此为进一步揭示碳化硅冶炼烟尘对细胞毒性作

用的研究提供了依据。
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摘要: 为探讨六苄基六氮杂异伍兹烷 ( HBIW) 对大鼠的

急性经口毒性，将 30 只成年 SPF 级 SD 大鼠按体重随机分为 2
组，实验组 20 只，给予 250 mg /ml 的 HBIW 混悬液; 对照组 10
只，给予一定量的植物油。给药后观察动物一般表现、中毒症

状和死亡情况，隔天记录动物体重，连续观察 14 d。实验结束

后对其心、肝、脾、肺、肾等脏器进行病理检查。实验组和对

照组在观察期内均未出现中毒症状和死亡，仅实验组动物体重

增长速度略低于对照组。病理检查结果显示实验组大鼠出现中

度肝细胞肿胀，其它脏器均无明显病理改变。提示 HBIW 的大

鼠 LD50 ＞5000 mg /kg，属于微毒物质。
关键词: 六苄基六氮杂异伍兹烷 ( HBIW) ; 急性经口毒

性; 重复测量方差分析
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六硝基六氮杂异伍兹烷 ( CL-20) 是一种具有笼状结构的

多环硝胺化合物，于 1987 年由美国海军武器中心 ( NWC) 的

Nielsen 等率先合成［1］。其化学结构类似于某些单环硝胺类化

合物，但其能量和密度比其它单环硝胺类化合物高得多，是

迄今为止研制出的综合性能最好的单质炸药。国内外研究机

构对 CL-20 的合成已达到一定规模，而六苄基六氮杂异伍兹

烷 ( HBIW) 作为其合成过程中必不可少的一种中间产物［2］，

有必要对其急性毒性进行研究，为科研和生产人员的职业安

全防护提供科学依据。
1 材料与方法

1. 1 受试物、主要仪器与试剂

六苄基六氮杂异伍兹烷为白色结晶粉末状固体，样品来

自于兵器工业集团 375 厂。溶剂选用金龙鱼牌玉米胚芽油。
JJ2000 天平 ( 常熟双杰测试仪器厂) ，MP1002 天平 ( 上

海恒平科学仪器有限公司) ，TS-12U 生物组织自动脱水机、
BM-Ⅷ生物组织包埋机和 CS-Ⅵ摊片烤片机均产自孝感市宏业

医用 仪 器 有 限 公 司，HM325 切 片 机 ( 美 国 Thermo 公 司 ) ，

CX-21 显微镜 ( 奥林巴斯) 。

二甲苯、95%乙醇、无水乙醇、冰醋酸和盐酸均产自西

安化学试剂厂，苏木色精和伊红均产自上海蓝季科技发展有

限公司。
HBIW 染毒液配制方法: 准确称取适量 HBIW 药品，加入

少量植物油研碎后，再加入一定量植物油配制成 250 mg /ml

的混悬液。

苏木素配制方法: 准确称取适量苏木色精、硫酸铝钾和

红色氧化汞，量取一定量无水乙醇、冰醋酸和蒸馏水，配制

成 Harris 苏木素溶液。
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盐酸配制方法: 准确量取适量盐酸，加入蒸馏水，配制

成 1%盐酸溶液。
伊红液配制方法: 准确称取适量伊红，加入蒸馏水，配

制成 1%伊红液。
1. 2 实验动物

选择健康 SPF 级成年 SD 大鼠 30 只，雌雄各半，体重 180
～ 220 g，由西安交通大学实验动物中心提供，合格证号为 XK

( 陕) 2007-001。分笼饲养于空调室内，室温 ( 23 ± 3) ℃，相

对湿度 55% ～65%，每天光照 12 h，灭菌全价营养颗粒饲料

喂食，自由饮用自来水。
1. 3 染毒与观察

根据预实验结果，采用限量法进行实验，实验组染毒剂

量为 5000 mg /kg。取 30 只 SD 大鼠，雌雄各半，给药前适应

性饲养 3 d，实验前 24 h 禁食但不禁水。将大鼠随机分为两

组，实验组 20 只，给予 250 mg /ml 的 HBIW 混悬液灌胃，对

照组 10 只，按照体重给予一定量植物油灌胃。单次给药 ＜

1. 0 ml /100 g，6 h 内分 2 次给药。观察动物一般表现、中毒

症状和死亡情况，隔天记录动物体重，连续观察 14 d。实验

结束后对其心、肝、脾、肺、肾等脏器进行组织病理学检查。
1. 4 统计学方法

采用 SPSS13. 0 软件进行统计学分析。定量资料统计描述

采用 x ± s，两组间体重随时间变化趋势采用重复测量方差分

析。若不满足球对称性检验，则对 自 由 度 进 行 Greenhouse-
Geisser 校正。
2 结果

2. 1 体重变化

隔天记录一次大鼠体重，结果见表 1。对两组大鼠体重进

行重复测量方差分析。由表 2 可见，两组之间差异尚不能认为

有统计学意义 ( P ＞0. 05) ，但时间效应以及时间和分组的交互

作用均有统计学意义，表明两组大鼠体重随染毒时间延长呈上

升趋势 ( P ＜ 0. 05) ，而各组随时间的增长速度则不同 ( P ＜
0. 05) 。实验组大鼠体重增长速度略低于对照组。

表 1 大鼠体重变化 ( x ± s) g

组别 n 第 1 天 第 3 天 第 5 天 第 7 天 第 9 天 第 11 天 第 14 天

实验组 20 212. 24 ± 30. 65 222. 35 ± 34. 24 228. 49 ± 37. 92 225. 55 ± 35. 11 244. 58 ± 40. 18 253. 65 ± 42. 91 262. 44 ± 47. 81

对照组 10 193. 08 ± 19. 58 221. 83 ± 21. 34 230. 64 ± 24. 96 236. 64 ± 28. 99 248. 11 ± 32. 62 260. 73 ± 39. 16 270. 15 ± 39. 04

表 2 大鼠体重变化重复测量方差分析

变异来源 离均差平方和 自由度 均方 F 值 P 值

分组 134. 75 1 134. 75 0. 016 0. 901
时间* 75 807. 79 2. 17 34 871. 17 124. 123 ＜ 0. 001
分组 × 时间* 3 980. 06 2. 17 1 830. 80 6. 517 0. 002

注: * 经球对称性检验，P ＜ 0. 05，采用 Greenhouse-Geisser 法校正自

由度。

2. 2 急性毒性结果

实验组和对照组在染毒后 6 h 内均出现少动、少食等一般

行为改变。染毒后 14 d 内未观察到中毒症状和死亡等毒性效

应。根据化学品毒性分级标准，HBIW 的大鼠 LD50 ＞ 5000 mg /
kg，属于微毒。
2. 3 病理检查结果

观察结束后处死实验动物，分别对其心、肝、脾、肺、肾

等脏器进行组织病理学检查，实验组大鼠出现中度肝细胞肿胀

( 图 1) ，而对照组大鼠以及实验组大鼠其他脏器均未出现明显

病理改变。

图 1 实验组大鼠肝细胞肿胀病理结果 ( HE， × 400)

3 讨论

国内外关于 CL-20 的毒性研究主要以其成品作为研究对象，

尤以在生态学研究领域取得较大突破。有研究者发现 0. 02 mg /

kg 的 CL-20 就可造成土壤中蚯蚓密度大量减少，较 ＲDX 毒性更

大［3］。然而通过对 CL-20 的降解性能研究发现，其在土壤中可

被微生物、光、Fe0 等降解为 CO2 等对人体健康无害的产物［4］，

因此对其危险度评价应结合两方面因素综合考虑。2005 年 Bar-
dai 开展了 CL-20 对鹌鹑的经口急性和亚急性毒性研究，给鹌鹑

喂食不同浓度的 CL-20，发现前期动物体重与染毒量呈明显剂

量-效应关系，且肝脏脏器系数随剂量呈一定变化趋势［5］。国外

某研究机构发布的关于 CL-20 的危险度评价技术报告指出，目

前尚缺乏人类和哺乳动物的毒理学相关资料［6］。
本研究对 CL-20 生产过程的中间体物质 HBIW 进行了急性

经口毒性研究，该物质对大鼠体重增长速度有一定影响，可能

会影响其生长发育。病理结果也显示实验组大鼠与对照组相比

出现明显肝细胞肿胀，表明该物质可能具有肝脏毒性。本研究

所采用的是最经典的毒理学评价方法，所得结论较为准确地反

映受试物的急性毒性。然而，由于人体在实际接触过程中既包

含消化道，还存在皮肤和呼吸道吸入等多种接触途径，并且实

验动物与人体存在种属差异，不能将研究结果简单外推，还应

结合职业流行病学调查才能得出可靠结论。此外，本次仅为急

性毒性研究，若对 HBIW 的健康危险度进行评价，还需进一步

开展蓄积毒性和致突变性等相关研究。
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着色性干皮病基因 D 多态性与二甲基甲酰胺致肝功能损伤易感性的关系
Ｒelationship between polymorphisms of gene XPD and hepatic susceptibility to dimethylformamide toxicity
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摘要: 采用随机整群抽样方法抽取 296 名二甲基甲酰胺

作业工人为研究对象，采集外周静脉血样品，检测血 ALT、
AST、γ-GT 水平，采用聚合酶链式反应-限制性片段长度多态

性 分 析 技 术 ( PCＲ-ＲFLP ) 检 测 XPD 基 因 Asp312Asn、
Lys751Gln 多态性，分析二甲基甲酰胺作业工人不同基因型与

二甲基甲酰胺肝毒性易感性的关系。结果显示，XPD-312GG /
GA + AA、XPD-751AA /AC + CC 基因型组工人血 ALT、AST、
γ-GT 水平比较，差异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) ; 肝功能指

标异常以 ALT≥50 IU /L、AST≥40 IU /L、γ-GT≥54 IU /L 一

项或一项以上为界，经 χ2 检验、logistic 回归分析显示，不同

基因 型 组 工 人 肝 功 能 异 常 率 差 异 均 无 统 计 学 意 义 ( P ＞
0. 05) ，校正 OＲj 分别为 0. 70、1. 03，95% CI 分别为 0. 38 ～
1. 41、0. 51 ～ 2. 05。说明 XPD 基因 Asp312Asn 和 Lys751Gln 多

态性可能与二甲基甲酰胺肝毒性易感性无关。
关键词: XPD 基因; 多态性; 二甲基甲酰胺; 肝毒性;

易感性
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二甲基甲酰胺 ( N N-dimethylformamide，DMF) 会引起职

业接触者的肝功能损害［1］。随着职业接触二甲基甲酰胺人员

的日益增多，加强二甲基甲酰胺危害的防治研究日益引起职

业卫生工作者重视。本研究应用聚合酶链式反应-限制性片段

长度多态性分析技术 ( PCＲ-ＲFLP) 检测人类着色性干皮病基

因 D ( xeroderma pigmentosum complementary group D，XPD )

Asp312Asn、Lys751Gln 单核苷酸多态性，分析其在二甲基甲

酰胺作业人群中的分布情况，探讨二甲基甲酰胺作业工人不

同基因型与二甲基甲酰胺肝毒性易感性的关系。
1 对象与方法

1. 1 研究对象

采用随机整群抽样方法，选择福州市 3 家人造革生产企

业 296 名 ( 男 94 名、女 202 名) 二甲基甲酰胺作业人员为研

究对象，年龄 18 ～ 39 ( 23. 7 ± 3. 2) 岁; 工龄 1 ～ 12 ( 3. 6 ±
1. 9) 年。以肝功能指标为界，分为肝功能异常组 ( 78 人)

和肝功能正常组 ( 对照组，218 人) 。
1. 2 血样采集

采静脉血 6 ml，2 ml 存于装有乙二胺四乙酸 ( EDTA) 的

抗凝管中， － 20 ℃ 冰箱冻存，用于基因多态性检测分析; 4
ml 血样装于促凝管 ( 带分离胶) 用于肝功能检验，在 24 h 内

完成所有待检项目。
1. 3 肝功能检测

用速率法检测丙氨酸转氨酶 ( ALT) 、天冬氨酸转氨酶

( AST) 、γ-谷氨酰转肽酶 ( γ-GT) ，分析仪器为贝克曼 CX5 全

自动生化分析仪 ( 美国贝克曼库尔特公司) 。每项肝功能指标

正常参考值为 ALT 5 ～ 50 IU /L，AST 4 ～ 40 IU /L，γ-GT 0 ～ 54
IU /L，其中任一项指标高于参考值即定义为异常。
1. 4 XPD 基因型测定

采用 TIANamp Blood DNA Kit 血液基因组 DNA 提取试剂

盒 ( 离心柱型) 提取基因组 DNA，根据 GenBank 中 XPD 基因

的序列用 Primer Premier 5. 0 软件自行设计引物，由上海生工

生物工程技术有限公司合成，PCＲ 反应总体积 25 μl，含 2 ×
Taq PCＲ MasterMix 12. 5 μl、上游引物 ( 10 μmol /L) 1 μl、下

游引物 ( 10 μmol /L) 1 μl、模板 DNA 2μl，加双蒸水至总体

积，扩增参数: 冷启动，94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性45 s，
60 ℃退火45 s，72 ℃延伸 60 s，共 38 个循环，最后 72 ℃ 延

伸 7 min。酶切反应总体积 15 μl，其中含 PCＲ 产物 10 μl，内

切酶 1. 0 μl ( StyⅠ 10 U 或 PstⅠ 10 U) ，10 × Buffer 2 μl，加

双蒸水至总体积，37 ℃孵育 3 h 使样品完全酶切。扩增产物

酶切片段用 3% 琼脂糖凝胶电泳分离，核酸染料 GoldView 染

色，用 Gel Doc 2000 凝胶成像分析系统观察确定基因型: 野

生纯合型 XPD-312GG 为 507 bp 和 244 bp，杂合型 XPD-312GA

为 507 bp、474 bp、244 bp 和 33 bp，突变纯合型 XPD-312AA
为 474 bp、244 bp 和 33 bp; 野生纯合型 XPD-751AA 为 290 bp
和 146 bp，杂合型 XPD-751AC 为 290 bp、277 bp、146 bp 和
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