
癌变·畸变·突变　　1997年第 9卷第 5期 Carcinogenesis Teratogenesis and Mutagenesis Vol 9 No 5 1997

32　P后标法分析二氯胺基酚—DNA加合物

衡正昌　T. Ong①

华西医科大学环境卫生教研室　成都　610041

　　Fig 2示小鼠在染毒剂量为 5mg/ kg BW

时 ,肝和肾对两种加合物的清除速率 ,从图中

可见小鼠两组动物对两种加合物的清除速率

无明显差异 ,肝的 AFB12FAP 的量比 AFB12
N72Gua 要高 ;而在肾中 ,先是以 AFB12N72
Gua为高 ,但 24hr后却以 AFB12FAP为主。

讨　论

FR 可以改变药物代谢酶的催化活

性 (4) ,进而改变药物在体内的转化、利用和

排出。FR对代谢酶活性的影响可通过测定

某些特异性酶的活性及致癌物2DNA加合物

来研究。本实验选择两种对 AFB1 敏感度不

同的动物 , F344 大鼠和 B6C3F1 小鼠 ,研究

FR对 AFB1 代谢活化的影响。结果说明 :

FR减少体内大鼠和小鼠对 AFB1 的代谢活

化 ,表现为 ADA 的生成减少。ADA 在各器

官中的分布由多到少排列为肝 >肾 >肺 ,这

与肝是 AFB1 的靶器官相符。大鼠对 AFB1

相对敏感 ,其肝加合物的量比对 AFB1 相对

不敏感的小鼠高 729倍 ,而且对两种 ADA清

除速率也比小鼠慢 ,这可能与小鼠谷胱甘肽2
巯基2转移酶活性高有关。

ADA的两种主要形式中 ,AFB12FAP比

AFB12N72Gua 要稳定 (5) ,而且不易得到修

复 (6)。虽然 AFB1 的诱癌作用与 ADA 两种

形式的关系尚未明确 ,但有学者认为 AFB12

N72Gua似乎与肿瘤的关系更加密切 (7)。我

们的结果显示在大鼠肝中 AFB12N72Gua 占

主要 ,而在小鼠肝中 ,AFB12FAP 占主要 ,符

合上述理论。

我们的结果表明 : FR 影响大鼠和小鼠

对 AFB1 的代谢活化 ,这种影响对不同的动

物种属有相同性 ,也有差异性。ADA的高低

及分布与致癌作用密切相关 ,所以 ADA 水

平可作为 AFB12N72Gua 致突变和致癌研究

的一个很有用的生物指标。
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摘要　本研究以核酸酶 P1 和正丁醇增强的32 P后标法分析了 2 ,4—二氯—6—胺基酚 (DCAP)染毒的 V79细

胞 DNA加合物。试验结果 :在核酸酶 P1 富集方式下 ,观察到 4种 DCAP诱发的 DNA加合物 ,其含量分别为

38. 7、71. 5、85. 7和 22. 4/ 108 单核苷酸 ;而正丁醇萃取法 ,未检出加合物。该结果表明 :DCAP具有与哺乳动

物细胞 DNA产生共价结合的能力 ,与 DNA共价结合可能是 DCAP产生遗传危害和致癌的基本途径。由于

DCAP是致癌性农药 (83—1除草剂)在体内的主要代谢产物 ,DNA加合物分析可能成为 83—1除草剂暴露人

群监测的重要生物标志。本文还对两种富集方法的敏感性进行了讨论 ,提出 :化合物的极性可能是选用正丁

醇富集法的主要依据。
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DETECTION OF DICHLOROAMINOPHENOL - D NA ADD UCTS US2
ING 32　P - POSTLABELL ING ASSAY
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Abstract　A detection of DNA adducts in V79 cells t reated by 2 ,4 - dichloro - 6 - aminophenol
(DCAP) was carried out using 32　P - postlabelling assay with the nuclease P1 and the butanol en2
hancement methods. Results showed that with the nuclease P1 enhancement 4 DNA adducts in2
duced by DCAP were observed and the amount of the DNA adducts were 38. 7 ,71. 5 ,85. 7 ,and

22. 4/ 108 nucleotides respectively ,and that with butanol enhancement no one was detected. The

results indicated that DCAP was capable of forming covalent bonds to DNA in mammalian cells

and the covalent binding to DNA might be an essential pathway by which DCAP resulted in geno2
toxic and carcinogenic effects. Because DCAP is a major metabolite of the 83 - 1 herbicide ,an ani2
mal carcinogen ,the DNA adduct analyses could be applied as a biomarker for biomonitoring of hu2
man exposure to the herbicide. The sensitivity of two enhancement methods has also been dis2
cussed and it was suggested that the polarity of chemicals was the most important factor for select2
ing the butanol enhancement method.

Key words　32 P - postlabelling assay ;dichloroaminophenol ;DNA adduct ;detection enhancement

　　2 ,4—二氯—6—胺基酚 (2 ,4 - dichloro

- 6 - aminophenol ,DCAP)是一种国内开发

的新除草剂 (83—1除草剂)在哺乳动物体内

的主要代谢产物。小鼠致癌试验表明 ,83—1

除草剂为诱癌剂。作者最近的研究发现 ,

DCAP具有细胞遗传毒性 ,从而推测 83—1

除草剂的致癌作用与其代谢产物 DCAP 有

关 (1)。为了进一步探明 DCAP 的遗传毒理

作用 ,并为该除草剂致癌研究建立分子生物

标志 ,本文以核酸酶 P1 和正丁醇增强的
32 P

后标法分析了 DCAP染毒的 V79 细胞 DNA

加合物。

材料和方法

1　试验化合物和试剂

试验化合物 DCAP ,由华西医科大学药

学院合成和重蒸纯化 ,纯度 > 99 % ;2 - 胺基

蒽 (2—AA) ,阳性对照物 ( Sigma公司) ;蛋白

酶 K、RNA酶 A、脾磷酸二酯酶 ( SPD) 、微球

菌核酸酶 ( MN) 、核酸酶 P1、T4 多核苷酸激

酶 ( T4 ) 均购自 Sigma 公司 ; (γ - 32 P) A TP

(10mCi/ ml) ,由美国 ICN 生化试剂公司生

产 ;聚乙烯亚胺纤维素 ( PEI)层析板 ,购自美

国 Alltech公司。

2　细胞培养和染毒
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V79细胞在补充 10 %小牛血清、1mM

L - 谷酰胺和 1 %双抗的 Eagle’s基础培养液

中培养。待分种的细胞进入对数生长期并达

到适当生长密度后 ,加入化合物溶液 ,使

DCAP的终浓度分别为 100、200 和 300μg/

ml ,2—AA 为 30μg/ ml ,加 2—AA 的培养瓶

中还应加入大鼠肝 S9活化 ,阴性对照瓶加相

同体积的溶剂 ,细胞染毒 3h。

3　DNA提取和纯化

染毒后 ,以胰酶消化法收获细胞。按标

准酚—乙醇提取法分离 DNA ,并用 RNA 酶

A进一步纯化处理。重新溶解 DNA于纯水

中 ,紫外分光光度计测定 DNA含量。

4　DNA加合物测定

4. 1　DNA消化　每一试样取 12. 5μgDNA ,

按 Gupta 描述的方法 (2) 以 MN 和 SPD 在

37℃消化 4h ,使 DNA消化成 3’—磷酸单核

苷酸。反映混合物的总体积为 60μl。

4. 2 　加合物富集 　经消化的 DNA ,每试样

取两份 ,每份 5μg/ 24μl ,分别以核酸酶 P1 (简

称 P1) (3 ,4)和正丁醇法 (2)富集加合物。对 P1

法 ,DNA 消化物在含 2. 4μl P1 ( 5μg/μl ) 及

9. 6μl反应缓冲液中作用 1h ;对正丁醇法 ,

DNA消化物首先与 15μl 转移剂 (氯化四丁

基胺溶液) 、15μl 100mM甲酸胺及 70μl双蒸

水混合 ,然后以 200μl 经水饱和的正丁醇萃

取两次 ,再以 500μl 经正丁醇饱和的双蒸水

反萃取两次 ,弃去水相液。

4. 3　32 P标记 　经加合物增强处理的试样 ,

在旋转真空干燥器中挥干 ,重新溶解于7. 5μl

纯水 ,再加 7. 5μl 放射活性混合物 (含 50μCi
32　P - A TP、5u T4 和标记缓冲液) ,在 37℃下

反应 1h。

4. 4 　薄层分离　取标记反应混合物点样在

PEI 层析板上 ,以多向展开系统 (2 ,5) 分离

DNA 加 合 物。展 开 系 统 包 括 : 1 ) 以

1MNaH2 PO4为展开液 (D) 1 ,分离并去除反

应剩余的32 P—A TP和标记的正常单核苷酸 ;

2) D2 (2. 5M甲酸铵)和 D3 (4M甲酸锂和 7M

尿素液) ,将 DNA 加合物在 x 轴方向展开 ;

3)前 D4 (0. 5M tris - HCl)和 D4 (0. 8M LiCl ,

7M尿素溶液) ,将 DNA 加合物在 y 轴方向

展开 ;4) D5 (0. 35M MgCl2) ,清洁背景。

4. 5　单核苷酸总量测定　取 4μl DNA消化

反应混合物的稀释液 (含 4. 16ng单核苷酸)

与 2μl 放射活性混合物在 37℃反应 60min ,

再加 4μl apyrase 和 bicin 液 , 继续反应

30min ,然后加 615μl反应终止液 (15mM ED2
TA和 10mM tris - HCl) ,混匀。取上述混合

液 5μl 点样于 PEI 层析板上 ,以 40mM

N H4 SO4溶液展开。

4. 6　DNA加合物定量　经薄层层析分离的

加合物 ,应用放射自显影技术在 - 70℃下作

用 23d ,显相于 Kodak XAR - 5 胶片上。切

下各加合物斑块 ,以液体闪烁计数仪测定放

射量 ,按下式计算加合物含量 :

加合物/ 108单核苷酸 =

　　　　　加合物单核苷酸的放射量总单核苷酸的放射量 ×108

结　果

不同染毒处理的 V79 细胞 DNA ,经消

化、加合物富集、标记和薄层层析 ,其 PEI板

放射自显影显示 (见图一) :溶剂对照 ,在两种

富集方式下 ,均未显现任何 DNA 加合物斑

块 ;阳性对照 ,分别出现明显的 DNA加合物

斑 45个 ;DCAP浓度为 100和 200μg/ ml时 ,

结果与阴性对照相同 (图略) ;DCAP浓度为

300μg/ ml 时 , P1 方式下 ,有 4 个 DNA 加合

物斑 ,而正丁醇萃取则无加合物斑出现。比

较两种富集方式的放射自显影图 ,不难看出 :

从背景的清洁度而言 , P1 方式优于正丁醇 ;

就检测加合物的灵敏度而言 ,因待检的化合

物而异。对 2—AA ,似正丁醇萃取更加灵

敏。而对 DCAP ,仅 P1 方式可检出 DNA 加

合物形成。
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图 1　以 DCAP和 2—AA染毒的 V79细胞 DNA加合物放射自显影图

　　(A)核酸酶 P1富集 , (B)正丁醇萃取 ; (1)溶剂对照 , (2) DCAP(300μg/ ml) , (3) 2—AA(30μg/ ml)

表 1　以 DCAP和 2—AA染毒的 V79细胞 DNA加合物含量

化合物
浓度

(μg/ ml)

增强方式a

P B

加合物点

编号
加合物量/ 108单核苷酸

DCAP 300 + 1 　　　38. 7 3

+ 2 71. 5 3 3

+ 3 85. 7 3 3

+ 4 22. 4

2 - AA 30 + 1 101. 5 3 3

+ 2 19. 3

+ 3 18. 2

+ 4 8. 2

+ 5 4. 7

+ 1 93. 9 3 3

+ 2 92. 1 3 3

+ 3 29. 4

+ 4 13. 5

　　　　　　　　　aP + :代表核酸酶 P1增强 ;B + :代表正丁醇萃取

　　　　　　　　　3 >本底 2倍 ; 3 3 >本底 3倍

　　对 PEI板上的 DNA加合物斑进行液闪

测定 , 结果见表 1。DCAP 染毒剂量为

300μg/ ml时 ,V79 细胞的四种 DNA 加合物

含量分别为 38. 7、71. 5、85. 7和 22. 4/ 108 单

核苷酸。其中两种大于本底值的三倍 ,一种

大于本底值的两倍。30μg/ ml 2—AA 染毒 ,

所形成的 DNA 加合物 ,正丁醇萃取法有两

种大于本底值的三倍 ,而 P1 富集法仅一种。

两富集方式间 ,除了第一种加合物的含量相

当外 ,其余三种加合物含量均以正丁醇萃取

法较高。

讨　论

能与 DNA共价结合形成加合物是许多
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遗传毒性化合物和致癌物的重要特征 (6) ,某

些类型 DNA加合物的形成是致突变必要的

前过程和肿瘤引发的关键。因此 ,DNA加合

物分析可以作为一种短期试验 ,测试化合物

的潜在遗传危害和致癌性 (3 ,4) ,并在一定程

度上阐明致癌的作用机理。近年来 ,DNA加

合物分析更重要的用途是作为一种内暴露剂

量或有效暴露剂量的生物标志 ,应用于职业

和环境暴露人群的致癌分子流行病学研

究 (3 ,8 ,9)。本试验中 ,经 DCAP 染毒的 V79

细胞 DNA 在 PEI板上分离出四种加合物 ,

该结果表明 :DCAP具有与 DNA产生共价结

合的能力 ,DCAP与 DNA的共价结合可能是

其产生遗传危害和致癌的重要方式。同时提

示 ,DCAP与哺乳动物细胞 DNA的共价结合

可能有四个主要结合位点。结果还表明 ,

DNA加合物分析有可能成为 83—1 除草剂

暴露人群监测的生物标志。但是 ,本试验为

体外试验 ,鉴于体内外试验间可能存在某些

差异 ,在应用于人群研究之前 ,进行动物体内

试验是必要的。

DNA 加合物测定包括免疫法、荧光

法、32 P后标法等多种方法。由于32 P后标法

具有灵敏度高、不必事先对致癌物标记、实用

于已知和未知化合物的体内实验和人群流行

病学研究等优点 ,而成为广泛采用的分析方

法。为了进一步提高32 P 后标法的灵敏度 ,

以满足研究环境低剂量暴露下加合物形成的

需要 ,某些 DNA 加合物的富集措施已被应

用于该试验系统。其中 ,以核酸酶 P1和正丁

醇萃取法效果最明显。对这两种富集方法的

比较研究已有报道。研究指出 ,对芳香胺和

硝基芳香族化合物形成的 DNA 加合物 ,正

丁醇萃取一般比 P1 法更为有效
(5 ,9 ,10) ,这两

种方法的富集能力还主要取决于加合物的化

学性质。本研究同时以 P1 和正丁醇富集

的32 P后标法检测了 DCAP和 2—AA形成的

加合物 ,结果如上所述 ,对于 2—AA ,两富集

方式间 ,除了第一种加合物的含量相当外 ,其

余三种加合物含量均以正丁醇萃取法较高 ,

这与已报道的研究结果一致。而对于

DCAP ,P1法测出了四个加合物 ,正丁醇法则

全然不能检出。其原因可能是 ,正丁醇萃取

法只适用于 2—AA 等弱极性化合物的加合

物 ,对 DCAP 这样较强极性化合物的 DNA

加合物可能主要存在于水相 ,在萃取过程中

被丢失 ,因而没有富集能力。据此 ,化合物的

极性可能为是否选择正丁醇富集法最主要的

依据。
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