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油烟凝聚物和大蒜油对 V79细胞中 p53、p21ras表达的影响①

杜少陵 ,朱建华 ,姚应水

(皖南医学院 ,安徽芜湖　241001)

摘要 :目的 :为研究油烟凝聚物与肿瘤发生的潜在关系及大蒜油的防护作用。方法 :用油烟凝聚物和大蒜油分别或同时处理

V79细胞 ,利用免疫细胞化学方法检测 V79细胞中 p53、p21ras蛋白的表达情况。结果 :与对照组相比 ,油烟凝聚物处理组 p53、

p21ras蛋白表达明显升高 ( P < 0. 01) ,且有剂量———效应关系 ;与对照组相比 ,50μl/ ml大蒜油处理组降低油烟凝聚物诱发 V79

细胞 p53、p21ras蛋白表达水平 ( P < 0 . 05或 P < 0. 01) 。结论 :油烟凝聚物有诱变作用 ,大蒜油可防护油烟凝聚物的诱变作用。
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THE EFFECTS OF HEATED COOKING OIL VAPORS AND ALL IUM

SATIVUM OIL ON p53 AND p21ras PROTEIN EXPRESSION IN V79 CELLS

DU Shao2ling , ZHU Jian2hua , YAO Yin2shui
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类、醛类、羧酸及杂环胺等 200多种物质 ,其遗传毒性

作用如染色体畸变、微核率和精子畸形率升高等远大

于苯并芘。另有分析研究指出 9 ,10 ,菜油和精炼油

经高温产生的回收油中含有致突变和致癌作用的苯

并芘、丙烯醛 1 ,3 - 丁二烯等有害物质。本实验所用

的烹调色拉油烟冷凝物引致小鼠微核率和精子畸形

率升高作用是否与上述有害物质的作用有联系 ,有待

进一步验证。关于补充亚硒酸钠后显示具有拮抗色

拉油烟冷凝物致小鼠微核率和精子畸形率升高作用

的机制可能与其抗氧化作用有关。至于色拉油烟冷

凝物对接触人群的健康危害有待深入研究。
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Abstract : Purpose : This paper studies the relationships between Heated Cooking Oil Vapors( HCOV) and Alli2
um Sativum Oil (ASO) in mutagenesis. Methods : we detected p53 and p21ras protein expression in the V79 cells

t reated by HCOV and ASO with immunocytochemical techneques. Results : The results showed that the p53 and

p21ras protein expression was significantly increased in HCOV groups compared with the control group ( P < 0 .

01) , and a dose2dependent relationship was observed , while the ASO (50μg/ ml) could decreased the p53 and

p21ras protein expression in the V79 cells t reated by HCOV compared with the control group ( P < 0 . 05 or P < 0 .

01) . Conclusion : The results indicated that the ASO could prevent f rom mutagenic activity of the HCOV.
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　　烹调油烟是存在于居民住宅中常见的空气污染

物 ,含多种多环芳烃 (苯并芘、二苯并蒽等) ,可诱发突

变的发生 ,具有潜在致癌性 ,与中国女性肺癌的发生

有密切关系 1 。

大蒜 ( A lli um sativ um )是百合科多年生草本植

物鳞茎 ,有解毒消痛之功效。研究发现 :大蒜油可防

护苯并芘的诱变作用 2 ,具抗肿瘤作用 3 。

我们采用油烟凝聚物和大蒜油处理 V79细胞 ,利

用免疫细胞化学方法检测 V79细胞中 p53、p21ras的表

达情况 ,以评价油烟凝聚物与肿瘤发生的潜在关系及

大蒜油的防护作用。

材料与方法

1　油烟凝聚物样品的采集

市售菜油在空气洁净区 ,用电炉加热至 270℃～

280℃,用粉尘采样仪收集油烟凝聚物于玻璃纤维滤

膜上 ,凝聚物用丙酮浸出 ,挥干丙酮后 ,剩余物用二甲

亚砜 (DMSO)溶解成 1mg/ ml的待测样品 ,再用 DM2
SO逐步稀释成 1μg/ ml、5μg/ ml、10μg/ ml ,对照组用

DMSO溶液。

2　大蒜油样品的配制

取大蒜油 1g、吐温 80 2g和生理盐水 100ml制成

1 %大蒜油乳剂 ,用生理盐水和 2 %吐温 80溶液稀释

成 25μg/ ml、50μg/ ml ,对照组用生理盐水和 2 %吐温

80溶液。

3　油烟凝聚物和大蒜油非同时作用组

中国仓鼠胚胎肺成纤维细胞 V79细胞株。最低

基本培养 ( MEM) 培养液 , 10 %小牛血清 ,青霉素

100 IU/ ml ,链霉素 100μg/ ml。培养 24h ,加油烟凝聚

物样品 , 72h ,以后每 3d 换一次培养液 ,连续培养

10d。加大蒜油样品 ,72h。

4　油烟凝聚物和大蒜油同时作用组

细胞培养 24h ,同时加油烟凝聚物、大蒜油样品 ,

72h ,以后每 3d换一次培养液 ,连续培养 10d。

5　免疫细胞化学检测

将各试验组 V79细胞消化、离心后 ,磷酸盐缓冲

液 ( PBS)洗 3 次 ,4 %多聚甲醛固定 ,石蜡包理 ,切片

厚度 4μm。常规脱蜡、脱水 , PBS洗 3 次 ,0. 6 %H2O2

甲醇作用 10min ,去内源性酶活力后 ,分别加鼠抗人

p53单克隆抗体 (1∶40) 、鼠抗人 p21 单克隆抗体 (1∶

50) , 37℃孵育 1h ,加生物素化羊抗鼠 Ig G , 37℃,

30min ,再加链霉菌抗生物素蛋白—过氧化酶 ,37℃,

20min ,用 3 ,3二氨基联苯胺 (DAB)显色 5min左右 ,

苏木素衬染 ,脱水 ,透明封片。用 PBS代替一抗作阴

性对照 ,细胞中呈棕黄着色为阳性。

6　统计方法

油镜下计数 10000 个细胞 ,统计 p53、p21ras蛋白

表达率 ( %) ,采用χ2检验。

结　果

Table 1 　The effect of ASO and HCOV on p53 pro2
tein expression ( %) in V79 cells.

ASO
(μg/ ml)

HCOV (μg/ ml)

0 1 5 10

0
25
50

0. 05
0. 06
0. 05

0. 58
0. 46

0. 27 3 3

1. 06
0. 91

0. 68 3 3

1. 78
1. 65

1. 41 3

note : HCOV : Heated Cooking Oil Vapore , 3 P < 0 . 05 , 3 3 P < 0 . 01

vs the controlled groups. other table are similar to this table.

Table 2　The effect of ASO on p53 protein expression

( %) in the V79 cell mutagenesised by HCOV

ASO
(μg/ ml)

HCOV (μg/ ml)

0 1 5 10

0
25
50

0. 05
0. 06
0. 05

0. 69
0. 56

0. 36 3 3

1. 27
1. 18

0. 86 3 3

2. 01
1. 87

1. 58 3 3
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Table 3　The effect of ASO and HCOV on p21ras pro2
tein expression ( %) in the V79 cells.

ASO
(μg/ ml)

HCOV (μg/ ml)

0 1 5 10

0
25
50

0. 09
0. 08
0. 08

0. 79
0. 67

0. 46 3 3

1. 81
1. 53

1. 19 3 3

2. 87
2. 46
2.

08 3 3

Table 4　The effect of ASO and on p21ras protein ex2
pression ( %) in the V79 cell mutagenesised by HCOV.

ASO
(μg/ ml)

HCOV (μg/ ml)

0 1 5 10

0
25
50

0. 09
0. 08
0. 08

0. 88
0. 72

0. 56 3 3

2. 11
1. 96

1. 44 3 3

3. 49
3. 07

2. 45 3 3

表 1～4中 ,大蒜油剂量一定条件下 ,油烟凝聚物

处理组与对照组间及油烟凝聚物处理组之间 ,两两比

较 ,均 P < 0. 01。

从表 1～4 的结果可见 ,正常 V79细胞中 p53、

p21ras蛋白表达微弱 ,其表达率很低 ,而油烟凝聚物诱

导 V79细胞中 p53、p21ras蛋白表达率均明显增高 ( P <

0. 01) ,且呈剂量—效应关系。大蒜油对正常 V79细

胞 p53、p21ras蛋白表达没有影响 ( P > 0. 05) ,但在

50μg/ ml 剂量下能明显拮抗油烟凝聚物对 V79细胞

p53、p21ras蛋白的表达 ( P < 0 . 05 或 P < 0 . 01) (见表

1、3) 。大蒜油 (50μg/ ml)还可抑制油烟凝聚诱变后

V79细胞 p53、p21ras蛋白的表达 ( P < 0 . 05 或 P < 0 .

01) (见表 2、4) 。与大蒜油和油烟凝聚物非同时作用

组相比 ,同时作用组 p53、p21ras蛋白表达降低 ,但两者

之间无显著性差异 ( P > 0. 05) 。

讨　论

正常细胞中含野生型 p53基因及其 p53蛋白 ,野

生型 p53基因能维持细胞的正常生长、抑制恶性增

殖、诱导细胞凋亡 ,而突变的 p53 基因不具有诱导细

胞生长停滞和凋亡的功能 ,反而具有促进细胞增殖和

恶性转化的作用。野生型 p53蛋白半衰期短 ,且极不

稳定 ,难以检出 ,突变型 p53 蛋白产物则在细胞核内

大量积聚 ,用常规免疫细胞化学方法检测出的大多为

突变型 p53 蛋白 4 。p21ras蛋白是 ras基因家族 ( H2
ras、K2ras、N2ras)的编码产物。许多人类肿瘤中都可

检测到激活的 ras基因 ,激活的方式主要为点突变 ,

激活的 ras 基因表达增强 ,产生特异性转化蛋白 ,

p21ras蛋白的过度表达可引起细胞转化 ,导致细胞癌

变 5 。

本组实验结果显示油烟凝聚物可诱导 V79细胞

p53、p21ras蛋白表达 ( P < 0. 01) ,且呈剂量效应关系。

可能是因为油烟凝聚物中含有多种多环芳烃 ,可攻击

p53、p21ras基因 ,促使基因突变 ,导致 p53、p21ras蛋白

表达水平的升高。有人报道 6 ,7 :p53、p21ras蛋白在人

肺癌细胞中呈高水平表达。这似乎可以说明油烟凝

聚物诱发 V79细胞的恶性转化与人类肿瘤的发生类

似。李晓光等证实 3 :大蒜油可上调胃癌细胞抑癌

基因野生型 p53和 p21/ WAF1的表达水平。我们发

现大蒜油明显抑制突变型 p53 和 p21ras蛋白的表达。

本组实验中 ,50μg/ ml大蒜油和油烟凝聚物同时作用

时 ,V79细胞中 p53、p21ras蛋白表达明显降低 ,表明大

蒜油能够拮抗油烟凝聚物的诱变作用 ,推测可能主要

是大蒜油阻断了多环芳烃的作用。用 50μg/ ml 大蒜

油处理油烟凝聚物诱变后的 V79细胞 ,p53、p21ras蛋白

表达亦明显降低 ,其作用机制是否主要为大蒜油促使

突变的 p53和 p21ras基因发生逆转 ,还有待于更进一

步的研究。
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