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环氧乙烷的遗传毒性研究 　Ý小鼠肝细胞 DN A 定量分析研究①
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摘要 　本研究应用 IBA S 显微数字图象分析系统 ,对不同剂量环氧乙烷 ( ethylene oxide , EtO) 染毒小鼠的肝

细胞核 DNA 含量进行测定的结果显示 :染毒小鼠肝细胞核 DNA 的含量均较对照组增高。特别引起注意的

是雄性染毒小鼠肝细胞核 DNA 的含量明显高于雌性 ,其中雄性染毒组与对照组、雄性染毒组与雌性染毒组

之间 ,肝细胞核 DNA 含量的平均值比较 ,均有显著差异 ,经 K —S 检验结果 P < 0. 01。据此可以提示 :环氧

乙烷不但可以引起实验小鼠肝细胞 DNA 的复制 ,诱发肝细胞抵近恶性变的倾向 ,而且雄性小鼠肝细胞对 EtO

的敏感性明显高于雌性。
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次分裂之间微核达到峰值 ,即培养 72h 左右。

由于各实验室间培养条件不同以及受检个体

差异等因素 ,峰值出现的时间也不同 ,影响结

果的可靠性。CB 法是在转化的淋巴细胞在未

完成第 1 次有丝分裂前 ,往培养体系里加 Cyt

- B ,使胞质分裂受抑而不影响胞核的分裂 ,

涂片上所见的双核淋巴细胞 (双核 CB 细胞)

就是第 1 次有丝分裂细胞 ,此法进一步提高了

微核测试法的灵敏度和可靠性 ,作者认为 ,对

辐射损伤远后效应观察时 ,若以微核作为指

标 ,最好采用 CB 法。
(致谢 :物理剂量由黑龙江省卫生防疫站裴玉山教授等提供 ,

牡丹江市职业病防治所杜玉银所长等对本工作给予大力支

持 ,在此一并致谢。)
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Abstract 　With the digital image analytic system ,this study is to quantitate the DNA in hepato2
cytes nuclei of exposed mice with different doses of ethylene oxide. The results showed that the

quantity of DNA in the hepatocytes nuclei of exposed groups is higher than that in the control

group . It is worth noticing ,the DNA quantity in male groups is obviously higher than that in the

females. By comparing the male exposed groups with control group and the male exposed groups

with female exposed groups ,their DNA quantity in the nuclei of hepatocytes are both significant

different . The K - S test P < 0 . 01 . The data suggested that EtO not only caused the duplication

of DNA in the experimental mice hepatocytes but also induced the tendency of approching malig2
nant changes in the hepatocytes. The hepatocytes in the male mice are more sensitive to EtO than

those in the female.

Key words 　ethylene oxide ;hepatocyte ;quantitative analysis of DNA

　　环氧乙烷 (ethylene oxide ,EtO)被广泛应

用于化学工业 ,并经常作为生活用品、医疗器

材、食品及纺织品的消毒剂。EtO 属烷化剂 ,

不需经代谢活化就能与亲核大分子 (DNA、

RNA、蛋白质) 直接发生反应。从国外关于

EtO 对微生物、植物、昆虫和哺乳动物的毒性

研究报告 (1)和近年来我们的研究结果 (2 ,3) 均

证实了 EtO 是一种诱变剂、致癌剂。其诱变

潜能是染色体异常及姐妹染色单体交换所能

表达的 ,从而引起体细胞的突变和生殖细胞

的遗传损伤。肝脏是机体进行生物转化的重

要器官 ,也是癌症的好发器官。而 EtO 对肝

细胞遗传物质的诱变 ,在国内外均未见报告 ,

我们采用经典组织化学技术 ,使用显微数字

图象分析仪 ,对不同浓度 EtO 染毒的实验小

鼠肝细胞核的 DNA 含量进行测定 ,并与正

常对照组小鼠肝细胞核的 DNA 含量对比 ,

旨在探讨 EtO 对肝细胞的诱变作用。

材料和方法

1 　材料

1. 1 　环氧乙烷 ,纯度为 99 % ,由杭州电化厂

提供。

1. 2 　静式染毒柜 (1m3) ,由上海市劳动卫生

职业病研究所提供。

1. 3 　实验动物 ,N IH 种小鼠 ,购自上海生物

制品研究所 ,体重 16 - 18g。

2 　方法

2. 1 　环氧乙烷浓度测定 ,气相色谱仪 ,氢焰

检测器 ,色谱柱 402 担体 (60 - 80 目) (4) 。

2. 2 　吸入染毒 ,小鼠 36 只 (雌雄各半) 随机

分成二个染毒组和一个对照组。二染毒组的

静式吸入 EtO 的浓度分别为 54mg/ m3 和

360mg/ m3 , 每 d 吸入 2h , 每 wk 6d , 连续

14wk。

2. 3 　处死小鼠后迅速取出肝脏 ,用手术刀切

开后即将切面印于洁净的载玻片上 ,制成肝

细胞印片 ,然后一次完成 Feulgen 染色。

2. 4 　应用德国 Kontron 公司生产的 IBAS

显微数字图象分析系统 ,测定肝细胞核 DNA

的含量 ,工作波长 550nm ,由复旦大学分析测

试中心细胞分析室测试。测定方法为 :待测

标本置显微镜下定位后 ,由电视摄像系统将

细胞图象输入计算机系统 ,同时显示于电视

监视器上 ,在电视的监视下 ,对单个肝细胞核

逐一计算其积分光密度 ( IOD) 值 ,得出肝细

胞核 DNA 的相对含量。对照组与二染毒组

随机抽取雌雄各 3 例 ,每例至少测 50 个肝细

胞 ,每组至少取 200 个肝细胞 ,以 DNA 相对

含量为横座标 ,细胞绝对数为纵座标 ,绘制出

DNA 含量的直方图 ;同时算出各组雌、雄小

鼠肝细胞核 DNA 含量的平均值进行比较。

另测同一切片 20 个淋巴细胞 ,以其 DNA 含

量均值为二倍体 (倍体、C)标准。
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结 　果

1 　对照组雄性小鼠 3 例 ,测肝细胞 258 个 ,

DNA 平均值 9. 93 ±7. 83 ;对照组雌性小鼠 3

例 ,测肝细胞 281 个 ,DNA 平均值 9. 29 ±6.

59 ,二者之比 ,无显著差异 , P > 0. 05。

2 　EtO 浓度为 54mg/ m3 染毒组雄性小鼠 3

例 ,测肝细胞 345 个 ,DNA 含量平均值 11.

13 ±8. 39 ; EtO 浓度为 360mg/ m3 染毒组雄

性小鼠 3 例 ,测肝细胞 223 个 ,DNA 含量平

均值 13. 25 ±9. 01 ,二染毒组与对照相比 ,均

有显著差异 , P < 0. 01。

3 　EtO 浓度为 54mg/ m3 染毒组雌性小鼠 3

例 ,测肝细胞 401 个 ,DNA 含量平均值 9. 72

±6. 24 ; EtO 浓度为 360mg/ m3 染毒组雌性

小鼠 3 例 ,测肝细胞 205 个 ,DNA 含量平均

值 10. 05 ±8. 19 ,二染毒组与对照组均无显

著差异 , P > 0. 05。

4 　EtO 浓度为 54mg/ m3 与 360mg/ m3 的二

染毒组 ,雌、雄小鼠肝细胞核 DNA 含量平均

值之比 ,均有显著差异 P < 0. 01。结果见表

及附图 1、2。

对照组与染毒组小鼠肝细胞 DNA 含量测定结果

EtO 浓度 (mg/ m3) 性　别 细胞数 DNA 含量平均值 ( x ±s)

　　　0 ® 258 　　　　　　9. 93 ±7. 83

0 ♀ 281 9. 23 ±6. 59

54 ® 345 11. 13 ±8. 39 3

54 ♀ 401 9. 72 ±6. 24

360 ® 223 13. 25 ±9. 01 3

360 ♀ 205 10. 05 ±8. 19

　　3 与对照组比 P < 0. 01。

附图 1 　　®对照组肝细胞 ( Ⅰ) 　®54mg/ m3 染毒组肝细胞 ( Ⅱ) 　®360mg/ m3 染毒组肝细胞 ( Ⅲ) DNA 含量直方图
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附图 2 　　♀对照组肝细胞 ( Ⅰ) 　♀54mg/ m3 染毒组肝细胞 ( Ⅱ) 　♀360mg/ m3 染毒组肝细胞 ( Ⅲ) DNA 含量直方图

讨 　论

　　细胞核是细胞的中心 ,细胞形态和功能

上的任何变化 ,必定是以细胞核中 DNA 的

变化为先导。因而细胞中 DNA 量的变化 ,

能直接反映细胞的增殖和染色体的变

化 (5 ,6) ,许多学者的研究证实 ,肿瘤细胞的

DNA 含量和倍体的类型 ,可以作为恶性肿瘤

早期诊断和分级的一个量化指标 (7 - 10) 。肝

细胞不典型增生及肝癌细胞核 DNA 含量测

定的研究以及其它许多学者的研究 ,都报告

了处于癌前增殖状态的细胞 DNA 含量水平

呈现为高出正常细胞 ,并抵近肿瘤细胞的倾

向 ,即从正常细胞到异型增生细胞到癌细胞 ,

细胞核中的 DNA 含量平均值呈递增变

化 (11 ,12) 。

本文对 EtO 染毒小鼠肝细胞 DNA 含量

测定的研究显示 :二种浓度 EtO 染毒组小鼠

肝细胞核 DNA 的含量均高于正常对照组 ,

且 DNA 含量随着 EtO 浓度的增高而递增 ,

尤其在雄性小鼠显得更为突出 ,与对照组比

较有显著的差异 ,提示 EtO 对实验小鼠肝细

胞具诱变性、致癌性。而雄性小鼠肝细胞对

EtO 的敏感性明显高于雌性 ,二者比较亦有

显著的差异 ,其原因与机理尚待进一步研究。
(致谢 :本工作得到复旦大学测试中心金承志、汪萍萍二位

先生及上海市卫生学校夏国兴、方芳、姚和翔三位先生的帮

助 ,一并致谢。)
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