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茶多酚二甲亚砜合剂对铀矿尘人支气管细胞毒性的防护作用

黄　波１，２，龙　颖２，邱劲松２，黄　云２，胡建安１

（１．中南大学公共卫生学院，湖南 长沙 ４１００７８；２．南华大学公共卫生学院，湖南 衡阳 ４２１００１）

　　摘要：目的　探讨铀矿尘所致人支气管细胞ＢＥＡＳ２Ｂ细胞 ＤＮＡ损伤以及茶多酚二甲亚砜合剂对细胞
的防护作用。方法　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞中加入铀矿尘、铀矿尘＋茶多酚、铀矿尘＋二甲亚砜、铀矿尘 ＋茶多酚二
甲亚砜合剂染毒２４ｈ后，通过检测微核和多核细胞观察染色体损伤，彗星实验及 Ｈ２ＡＸ蛋白磷酸化检测
ＤＮＡ的损伤，多核细胞法检测细胞次黄嘌呤磷酸核糖转移酶（ＨＰＲＴ）突变。结果　与正常对照组相比，
ＢＥＡＳ２Ｂ细胞经铀矿尘染毒后，细胞的微核率、多核率和拖尾率明显升高，Ｈ２ＡＸ蛋白磷酸化表达增高，
ＨＰＲＴ突变率明显增高（Ｐ＜０．０５），铀矿尘＋茶多酚、铀矿尘＋二甲亚砜和铀矿尘 ＋茶多酚二甲亚砜合剂保
护能有效降低上述变化（Ｐ＜０．０５），其中茶多酚二甲亚砜合剂的保护效果最好。结论　铀矿尘对 ＢＥＡＳ２Ｂ
细胞ＤＮＡ具有损伤作用，茶多酚二甲亚砜合剂有较强防护作用。
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　　铀（ｕｒａｎｉｕｍ）矿粉尘及其氧化物可通过呼吸道
及消化道进入人体形成内辐射，从而发生辐射效应。

前期研究发现，铀矿尘能诱发人支气管细胞

ＢＥＡＳ２Ｂ氧化损伤，二甲亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
ＤＭＳＯ）和茶多酚（ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ，ＴＰ）一定程度上均
能降低这种损伤［１－２］。本研究通过制备 ＴＰ和 ＤＭ
ＳＯ合剂，采用 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞作为靶细胞，研究 ＴＰ
和ＤＭＳＯ合剂对铀矿尘染毒ＢＥＡＳ２Ｂ细胞的防护作
用，为铀矿尘损伤的医学防护新药开发提供有益的

理论和实践依据。

１　材料与方法

１．１　细胞和试剂
ＢＥＡＳ２Ｂ细胞，本实验室保存。铀矿尘从南华

大学核工业铀矿溶浸采矿重点实验室（铀的含量为

４．５２‰）获得，ＤＭＳＯ和６巯基鸟嘌呤（６ＴＧ）购自
Ｓｉｇｍａ公司，茶多酚从无锡太阳绿保科技有限公司
获得。铀矿尘用玛瑙研钵研磨后，经５００目筛过筛，
高 温高压消毒后用无血清培养液ＬＨＣ８配成
　
　　基金项目：国家自然科学基金（８１０７２３３１），湖南省教
育厅科研基金（０７Ｃ６１９）
　　作者简介：黄　波（１９７４－），博士研究生，副教授，主要
从事环境化学致癌及其医学防护研究；胡建安（１９５５－），博
士，教授，博士生导师，主要从事环境化学物毒性作用研究。

　　通讯作者：胡建安，Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｎａｎｈｕ＠ｘｙｓｍ．ｎｅｔ，Ｔｅｌ：
（０７３１）８４８０５４６０

５ｇ·Ｌ－１混悬液。
１．２　细胞分组和染毒

将指数生长期的ＢＥＡＳ２Ｂ细胞分为５组：正常
对照组、铀矿尘组、ＴＰ保护组、ＤＭＳＯ保护组、
ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂保护组。铀矿尘组细胞加入铀矿尘
１．０ｇ·Ｌ－１染 毒；ＴＰ保 护 组、ＤＭＳＯ 保 护 组 和
ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂保护组先分别加入ＴＰ２５０ｍｇ·Ｌ－１，
０．５％ＤＭＳＯ和 ０．５％ＤＭＳＯ＋ＴＰ２５０ｍｇ·Ｌ－１，在
３７℃下孵育２ｈ后，再分别加入铀矿尘１．０ｇ·Ｌ－１，
染毒２４ｈ。
１．３　微核多核细胞检测

细胞染毒后，用冰冷的 ＰＢＳ洗净，固定液（甲
醇∶乙酸＝３∶１）固定１５ｍｉｎ，Ｇｉｅｍｓａ染色后，在油镜
下观察细胞，计数每１０００个细胞中微核细胞数和多
核细胞数。

１．４　中性单细胞凝胶电泳实验
实验分组与染毒同上，染毒２４ｈ后，收集细胞

制成悬液；取１００μｌ密度为１％正常熔点琼脂糖滴
至磨砂玻片上，４℃冷却 １０ｍｉｎ；取 １０μｌ密度为
５×１０８Ｌ－１上述细胞悬液与６０μｌ低熔点的琼脂糖
混匀滴在第一层琼脂糖上，４℃冷却１０ｍｉｎ；在第二
层上再滴上６０μｌ低熔点的琼脂糖，盖上盖玻片置于
４℃冷却１０ｍｉｎ；将玻片放入４℃细胞裂解液中裂解
２ｈ；用 ０．５％ＴＢＥ（ｐＨ８．２～８．５）漂洗 ３次，每次
１ｈ；玻片置于中性缓冲液中，４℃电泳３０ｍｉｎ（２５Ｖ，
５ｍＡ）；ＰＩ染 色 １５ｍｉｎ，Ｏｌｙｍｐｕｓ荧 光 显 微
镜绿色激发光下观察并拍照；用ＣＡＳＰ软件分析彗星
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细胞数目。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测磷酸化 Ｈ２ＡＸ（Ｓｅｒ１３９）
蛋白表达

细胞染毒后，消化离心，收集细胞，加入蛋白裂

解液，室温裂解后，离心，收集蛋白。常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹检测磷酸化 Ｈ２ＡＸ（Ｓｅｒ１３９）蛋白表达水平
（１５％聚丙烯酰胺凝胶电泳，０．２２μｍＮＣ膜），用 β
肌动蛋白作为内参。

１．６　次黄嘌呤磷酸核糖转移酶（ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＨＰＲＴ）基因突变检测

细胞染毒后，用ＰＢＳ洗净，换新鲜的培养液，培
养至第５代时，分为两部分，一部分加入终浓度为
６ＴＧ０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＬＨＣ８培养液，３７℃培养
３０ｈ；同时向两部分加入细胞松弛素 Ｂ（ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎ
Ｂ）６ｍｇ·Ｌ－１，继续培养４２ｈ；胰蛋白酶消化，制备细
胞悬液，固定液（甲醇∶乙酸 ＝３∶１）固定；细胞悬液
滴片，Ｇｉｅｍｓａ染色，干燥后，光镜下计数 ５０００个细
胞，记录在同一胞浆内具有完整核膜的双核或多核

细胞（包括相压、相切和分离的双核或多核细胞

数）。含有６ＴＧ培养细胞中的１０００个细胞中双核
或多核细胞数除以不含６ＴＧ培养的１０００个细胞中
双核或多核细胞数，所得结果为 ＨＰＲＴ基因位点突
变频率（‰）。
１．７　统计学分析

实验结果数据采用 珋ｘ±ｓ表示。采用ＳＰＳＳ１３．０
软件进行统计学分析，组间两两比较采用χ２检验进
行分析。

２　结果

２．１　茶多酚二甲亚砜合剂对铀矿尘致细胞微核多
核发生的影响

由表 １可见，与正常对照组比较，铀矿尘
１．０ｇ·Ｌ－１能诱发ＢＥＡＳ２Ｂ细胞微核细胞数及多核
细胞数增加（Ｐ＜０．０５）。与铀矿尘组相比，ＴＰ，

ＤＭＳＯ和ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂保护组对铀矿尘诱发 ＢＥ
ＡＳ２Ｂ细胞微核细胞数及多核细胞数增加有明显的
抑制作用（Ｐ＜０．０５）。其中，ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂保护
组的抑制作用较ＴＰ保护组和 ＤＭＳＯ保护组更为明
显（Ｐ＜０．０５）。

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ（ＴＰ）ａｎｄｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘ
ｉｄｅ（ＤＭＳＯ）ｍｉｘｔｕｒｅｏｎｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｉｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｕ
ｒａｎｉｕｍｄｕｓｔ

Ｇｒｏｕｐ Ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｉｒａｔｅ／‰　　Ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｒｒａｔｅ／‰　　

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ８．２±０．５ ５．５±２．１

Ｕｒａｎｉｕｍ ６８．８±１．７ ６２．２±４．１

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ ４２．２±１．７＃△ ４７．５±１．３＃△

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＤＭＳＯ ５１．５±１．３＃△ ４９．８±５．３＃△

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ＋ＤＭＳＯ ３９．８±１．０ ３０．２±２．１

珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｕｒａｎｉｕｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ＋
ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

２．２　茶多酚二甲亚砜合剂对铀矿尘致细胞拖尾数
增多的抑制作用

由表２可见，与正常对照组相比，在彗星实验
中，可见铀矿尘诱发 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞拖尾数和尾部
ＤＮＡ含量明显增加，彗星尾长明显延长（Ｐ＜０．０５），
表明铀矿尘对ＢＥＡＳ２Ｂ细胞ＤＮＡ具有明显的损伤
作用。与铀矿尘组相比较，ＴＰ，ＤＭＳＯ和ＴＰ＋ＤＭＳＯ
合剂保护组对铀矿尘诱发的细胞 ＤＮＡ的损伤具有
明显的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂保护
组的抑制作用较ＴＰ保护组和 ＤＭＳＯ保护组更为明
显（Ｐ＜０．０５）。
２．３　茶多酚二甲亚砜合剂对磷酸化 Ｈ２ＡＸ蛋白表
达的影响

由图１可见，而 Ｈ２ＡＸ（Ｓｅｒ１３９）蛋白表达条带
中，铀矿尘组灰度最高；ＴＰ，ＤＭＳＯ和ＴＰ＋ＤＭＳＯ合
剂保护组条带灰度均低于铀矿尘组，其中以

ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂保护组灰度最低。表明铀矿尘能

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＰａｎｄＤＭＳＯｍｉｘｔｕｒｅｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｎｕｍｂｅｒｏｆｔａｉｌｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｕｒａｎｉｕｍｄｕｓｔ

Ｇｒｏｕｐ Ｔａｉｌｉｎｇｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒ Ｔａｉｌｉｎｇｒａｔｅ／％ ＴａｉｌｉｎｇＤＮＡ／％　 Ｔａｉｌｉｎｇｌｅｎｇｔｈ／μｍ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０±１ ４．９ １２±６ ３５±１４

Ｕｒａｎｉｕｍ １０９±４ ５４．４ ２８±４ ７２±２１

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ ７１±１＃△ ３５．６ ２０±６＃△ ４８±１３＃△

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＤＭＳＯ ７８±４＃△ ３８．９ ２１±６＃△ ５９±１６＃△

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ＋ＤＭＳＯ ５６±５＃ ２８．１ １４±８＃ ４２±１８＃

珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｕｒａｎｉｕｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ＋ＤＭＳＯ
ｇｒｏｕｐ．
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Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＰａｎｄＤＭＳＯｍｉｘｔｕｒｅｏｎｐｈｏｓｐｈｏｈｉｓ
ｔｏｎｅＨ２ＡＸｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｕｒａｎｉｕｍｄｕｓｔ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅ２：ｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ＋
ＤＭＳＯ；ｌａｎｅ３：ｕｒａｎｉｕｍ＋ＤＭＳＯ；ｌａｎｅ４：ｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ；ｌａｎｅ５：
ｕｒａｎｉｕｍ．ＢｗａｓｔｈｅｓｅｎｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｕｒａｎｉｕｍｇｒｏｕｐ．

诱发ＢＥＡＳ２Ｂ细胞 Ｈ２ＡＸ（Ｓｅｒ１３９）磷酸化增加，具
有较强的损伤ＤＮＡ能力；而ＴＰ，ＤＭＳＯ和ＴＰ＋ＤＭ
ＳＯ合剂保护组能有效减少 Ｈ２ＡＸ（Ｓｅｒ１３９）磷酸化，
具有抑制ＤＮＡ损伤的能力，其中 ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂
保护组的保护作用最强。

２．４　茶多酚二甲亚砜合剂对ＨＰＲＴ基因突变的影响
表３结果表明，与正常对照组相比，铀矿尘组可

引起细胞ＨＰＲＴ基因突变率显著增高（Ｐ＜０．０５）；
与铀矿尘组相比，ＴＰ，ＤＭＳＯ，ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂保护
组可抑制铀矿尘引起的突变率增高（Ｐ＜０．０５）。

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＰａｎｄＤＭＳＯｍｉｘｔｕｒｅｏｎｕｒａｎｉｕｍｄｕｓｔ
ｉｎｄｕｃｅｄｈｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＨＰＲＴ）
ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅ

Ｇｒｏｕｐ Ｍｕｔａｎｔｒａｔｅ／‰

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ０．３０７±０．０１５

Ｕｒａｎｉｕｍ １．２５５±０．０１２

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ ０．７２５±０．３３０＃△

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＤＭＳＯ ０．９２５±０．０６０＃△

Ｕｒａｎｉｕｍ＋ＴＰ＋ＤＭＳＯ ０．５６０±０．０１３

珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜
０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｕｒａｎｉｕｍｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｕｒａｎｉ
ｕｍ＋ＴＰ＋ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

３　讨论

铀矿粉尘可使铀矿工肺癌高发［３－４］，但其致癌

机制尚未明了。由于铀矿尘的接触人群多，影响长

远，因此铀矿尘的毒性机制研究及相关医学防护制

剂的研制是亟待解决的问题。

本研究发现，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞经铀矿尘染毒后与
正常对照组比较细胞的微核率、多核率和拖尾率升

高，Ｈ２ＡＸ蛋白磷酸化表达增高，ＨＰＲＴ突变率增高，
３个保护组能有效降低上述变化，其中 ＴＰ＋ＤＭＳＯ
合剂保护组的保护效果最好。说明 ＴＰ＋ＤＭＳＯ合
剂对铀矿尘引起的 ＤＮＡ和染色体损伤具有较强的
保护作用。

众多研究表明，ＨＰＲＴ基因突变与肿瘤的发生
有关，ＨＰＲＴ基因的突变广泛存在于环境中，基因重
组是引起肿瘤发生的重要机制。细胞 ＤＮＡ错配修
复（ｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒ）系统功能缺陷的人类肿瘤细胞
自发 ＨＰＲＴ突变频率比功能正常的肿瘤细胞高
５０～７５０倍［５－６］。

γＨ２ＡＸ的形成是一个快速敏感的细胞反应，
当环境和代谢等因素使细胞和动物体内的染色质

ＤＮＡ发生双链断裂时，ＳＱ基序的１３９位丝氨酸残
基快速发生磷酸化形成γＨ２ＡＸ。因此，可以根据
γＨ２ＡＸ的表达高低来判断细胞 ＤＮＡ受损的情
况［７－８］。

ＴＰ是从绿茶中提取的多酚类化合物，具有强大
的清除自由基和抗氧化性能，生物学作用广

泛［９－１０］。加入 ＴＰ后对铀矿尘诱发 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞
内外活性氧的增高具有明显抑制作用，乳酸脱氢酶

的外溢也大大减少，从而有效地抑制了遗传毒性。

ＤＭＳＯ是优良的双亲性强的极性有机溶剂，作
为自由基清除剂和辐射损伤保护剂的应用研究颇受

关注。Ｈｕａｎｇ等［１１］发现，其对铀矿尘诱发ＢＥＡＳ２Ｂ
细胞内外活性氧增高、ＤＮＡ损伤和体外转化有明显
抑制作用。ＤＭＳＯ对铀矿尘作用于 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞
后，可引起细胞ＤＮＡ的断裂，造成细胞拖尾率、彗星
尾部 ＤＮＡ含量、尾长、尾部面积和尾距增加具有较
好的抑制作用［１］。

由于体内的自由基反应是链式反应，利用复合

式抗氧化剂抑制自由基对生物体的损伤已成为国内

外新的研究热点。具有不同的活性、存在形式、作用

位点、相对分子质量大小和脂水溶解性质的抗氧化

剂或自由基清除剂之间有相互替代补充和协同增强

作用。在本研究中也发现 ＴＰ＋ＤＭＳＯ合剂的防护
效果最好。
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ｄａｍａｇｅｉｎＢＥＡＳ２Ｂｃｅｌｌｓ．ＴＰａｎｄＤＭＳＯｍｉｘｔｕｒｅｈａｓａｓｔｒｏｎｇｅｒｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｕｒａｎｉｕｍ；ｔｅａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ；ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ；ＤＮＡｄａｍａｇｅ
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０７２３３１）；ａｎｄＨｕｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌ
ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎＲｅｓｅａｒｃｈＦｕｎｄ（０７Ｃ６１９）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＨＵＪｉａｎａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｎａｎｈｕ＠ｘｙｓｍ．ｎｅｔ，Ｔｅｌ：（０７３１）８４８０５４６０
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