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摘 要

借碱洗脱法证明
� 具有致突变能力的致 癌剂 �

,

�
一

二 嗅乙 烷 和阱在经 过代谢 活化

后
,

均剂量相关地引起 �】�� ! 细胞 中 � �� 的股间交联
�

相反
,

动物致癌试验表现 阴性

的致突变剂浪乙烷
,

以及通过各种致癌动物 试验均显示 阴性 的传统常用致 突变 剂羚

胺
,

在代谢活化以后的同样条件 下均不能引起 �� �� 〕细胞 中 � �� 的股间交联
�

这证 明

了双区 理论的致癌机理观点
,

即致癌剂必 须是双官能烷化 剂
,

其同时引起互 补碱 对

的交联将引起癌变
�

相反
,

股内单
一

碱基的变异则 可能引起致 突变作用
�

并用 �����

�� � �大气压化学电离� 选择 离 子质谱 � 证 明
� �

,

�
一

二嗅乙烷 与 � �  碱基 对的模 型反

应
,

与致突实验
一

致 主要引起 俘 � 对的交联和发生 件�� �
一

� 突变
�

关键词
�
致癌机理

,

双 区理论
,

� �� 股间横向交联
,

澳代烷烃
,

脱
,

经胺
,

��� � � � 质潜
�

根据非经验定量结构生理效应的理论研究
,

戴乾圆提出了化学致癌机理的双 区理

论上’一�〕
�

双区理论认为
,

致癌剂在体 内都代谢形成双官能烷化剂
,

在 � �� 互补碱对间

所引起的交联将经历潜伏期而启动细胞的癌变
�

相反
,

致突变作用只要求股内单一碱基

的损伤
,

即单官能烷化作用就可以诱发致突变作用
,

但不能引起致癌作用
�

因此
,

致癌

性的致突变剂将引起 � � 股间交联
,

而非致癌性 的致突变剂将不能引起 � �� 股间交

联
�

碱洗脱法是判别股间交联的优越方法匡
,

作者用此法验证 上述双区理论的观点
�

并

用质谱法 ��,
�」检测 �

,

�
一

二嗅 乙烷 �� ��� 与 � � � 四种碱基鸟嚓吟 �� � �
,

胞嚓咤 �
〔
�� �

,

腺嗓吟 ��� � 和胸腺嚓咙 ��� � 在生理条件下的反应产物
�

�
,

�
一

二嗅乙烷无论是 口服
、

吸入或涂皮对大鼠或小 鼠都具有强 力的致癌潜力回
,

但

是嗅乙烷根据现有的小鼠致癌试验则显示阴性
�

虽然两者均对 �
工�� ! 回复致突变试验 显

示阳性
,

但两者的致癌潜力显著不同
�

按照双区理论
,

致癌物质是双官能烷化剂
,

应 该

引起 � �� 股间交联
,

而非致癌物质澳乙烷 即使在代谢后 也不能产生足够的双官能烷化

剂
,

将不会检 出 � �� 的股间交联
�

因此
,

选择 �
,

�
一

二 澳乙 烷和嗅 乙烷分别作 为检测

� �� 股间交联的阳性和阴性样品
�

轻胺以各种施用方式和各种动物的试验
,

证明是一种非致癌剂困
�

不过
,

在微生物
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的研究 中
,

羚胺是一种 广泛 的强力致 突变剂
�

研究 证 明轻胺在生理 条件 下
,

主要 与

� �� 中胞嗜咤互变异构的 �
一

位亚胺基交换
,

并生成 衅
一

轻基胞嚓咙
�

醉
一

轻基胞嗜咙将不

再借三根氢键与鸟嗓吟配对
,

而是借两根氢键与鸟嗦吟配对
,

于是发生 �
一

� 生成 �
一

� 的

变异 �� 
�

虽然上述损伤足以在细菌 中引起 突变
,

但在哺乳动物细胞 中强力 的修复机制

下
,

这种股间互相诱导性的损伤不能稳定存在而不足以引起癌变
�

腆是一种具有 显著致癌性 能的致癌剂
,

但它在体外则是一种较 轻胺为弱 的致突 变

剂〔“〕
,

由于其碱性较经胺为强
,

可能在生理条件下质子化的脐与 �
一

亚胺基的交换趋势将

较相应羚胺的交换趋势为小
,

因而降低 了 �
一

�一�
一

� 的变异 �� 
�

��� �� 和 �� 肤
�� 的经典

� � 测序法中
,

是用腆来选择性地折断 � � � 链条仁叫
�

即腆在 中性条件下与 �� � 反应
,

这时将在啼咙碱即 � 和 � 的 �
一

位上经 �
,

�
一

位加成而生成相应的 �
一

脱基取代的二氢嗜陡
,

于是脱基末端的 �从 将与 �
一

位亚胺基或拨基发生加成
,

并环化生成 相应 的经基二氢毗

哇基或氨基毗哇基 的尿素衍生物
�

产物进一步分解形成毗哇和尿素脱氧核糖贰链条
,

若

以六氢毗陡处理
,

则尿素及脱氧核糖均被分解除去而残留下两端的磷酸盐
�

这种方法使

所有 � 和 � 处均选择性地发生断裂
�

倘若在 �
�

� � � �
�

�
一 ’的 ��� �溶液中执行上述反应

,

则 � 上 的加成反应将被抑制
,

而选择性地在 � 上发生加成
,

这时将在所有的 � 处选择

性地断裂
�

上述 �
,

�
一

位加成所产生的无碱位置
,

可能对于腆的致突变作用也有贡献
�

由于正常细胞 的修复能力
,

可能上述 两种 � � � 的损伤都不能促使细胞产 生癌变
�

按照双区理论
,

致癌剂脐应该通过某种方式在 � � � 股间引起交联
,

而非致癌剂经胺则

不能在 � �� 股间引起交联
�

这同样可以用碱洗脱法判明
�

� 仪器与试剂

�� �
一

�� ��� � 型蠕动泵
,

�� ��
�

�� � 公司 � � �� �� 荧光分光光度计
,

日本岛津 � �� �� 型

� � 培养箱
,

�� ��  �� ��� ���� � �� �� �� ���
� ,

美国 � 色谱质谱联用仪
,

日本岛津 ��� 《� � �
�

�� �� 细胞
,

中国医学科学 院药物研究 所 � 培养基 �� ��翻。
,

� � �� ��  ! ��� 
� � �� �

� ,

美国 � 蛋 白酶 �
,

�� ��  ��
�� � � ��� � 乌

,

北 京市职业 病研 究所 � ��
,

��
,

� � 和 � � 均为

��
�

��
,

� �� �〕� ��� � ���� � �
� ,

��� � 甲醇
,

� �  � 级
,

����� � �� �� � ���� � ��� � �� � �以� 标

准
,

日本岛津 � 其它试剂均为分析纯
�

�
�

细胞急性毒性试验

常规法培养 �� ��
。细胞

,

染料排斥法区分存活细胞与非存活或严重受损伤的细胞
�

细

胞存活率与 �
,

�
一

二嗅乙烷和嗅乙烷
、

脐
、

轻胺浓度的关系如图 � 所示
�

从 图 � 中可知
,

�
,

�
一

二嗅乙烷和嗅乙烷
、

腆
、

经胺的 �几
。
分别为 �

�

�
,

�
�

�
,

��
�

� 和

�
�

�

�
卜�

一 ’
�

由此可见
,

经胺的毒性最大
,

较 �
,

�
一

二澳 乙烷和嗅乙烷约高一倍
�

两种

嗅乙烷 的毒性彼此相近
,

并都较腆高一倍
�

在 ��� 交联实验时
,

试剂浓度在 �
�

� � �� 、

范围内
�

显然
,

半数致死浓度与对 � �� 的单官能损伤相关
�

� 实验方法

细胞与药物作用后采用碱洗脱和荧光测定相结合检测 �
�� 互补碱基对横 向交联

�



� 期 居学海等
�

致突变的致癌剂和非致癌剂在引发 � �  股间交联上 的显著差别 � ��

该法是由 �� �
。
等发展起来的最初用于检测 ��� 单链断裂 �’�

,

后经斐淑等用改进的荧光

检测法代替了 �� �
。
的同位素标记法〔” ,

�

细胞经一定剂量 的 �尹 �
一

射线的照射后
,

发生

� �� 单链的断裂
,

断裂的片段经碱洗脱液在一定温度下作用一段 时间后
,

可经一定孔

径的滤膜被洗脱
,

但 � � 一旦发生了横向交联
,

则洗脱受阻
,

交联 的 � � 片段滞留于

滤膜上
�

膜 上 � �  占全部洗脱过程中 � � � 总量的百分率反映出 � �� 交联性损伤的程

度
�

� � � 膜上相对存 留率 � � 为 �

� � 二
滤膜浸出液荧光值

滤液荧光值
十 滤膜浸出液荧光值

� ��� 

横向交联率 �研� 为 �

��� � 二
� 加药 一 � 空白

R 空白
x 1

00

式中
,

R)J

。药
,

R 空自分别为细胞加药和未经药物处理后 D N A 滤膜上 的相对存留率
.
具体
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4 结果与讨论
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二嗅乙烷
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澳 乙烷
、

脱及轻胺与细胞作用后的 CLR % 列于表
1 ,

其相关 图见图
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表 1 四种致突变剂诱发的 DN A 股间交联率
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互补碱基对与 DB E 反应体系在不 同浓度的 NH
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从O 介质 中及不同混合时间内所测

得的质谱如表 2 所示
.

表 2 互补碱基对与 D BE 反应体系在不同条件下 的 A l气二F SI M 质谱
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注: 括 号中的数值是 以基峰为 100 的相对 丰度
,

碱对以等摩尔混合
.

( l) 细胞毒性与 D N A 股内碱基 的单官能损伤有一定的相关性
,

因此
,

轻胺毒性最

高而腆最低
.

(2 ) 从表 1 可知
,

当 1
,

2

一

二嗅 乙烷的浓度在 2以卜一8 00 ,

~
卜 1

一 ‘范 围内
,

膜上荧光相

对增长率 CI 丑% 作为交联度相对增长率的一种度量方式
,

随药物浓度的增加有明显的增

加趋势
,

说 明存在 D N A 交联性损伤
.
为了证明这种交联是 DN A

一

D N A 链间交联
,

在平行

组样品中加入 蛋 白酶 K 除去 DN A 与组蛋 白间 的交 联
.
由于 D N A

一

组蛋 白间 的交联 与

DNA
一

D N A 链间的交联在滤膜上存留机制不同
,

D N A

一

D N A 交联是由于两条或多条 DN A 链

交联形成大分子在通过滤膜时受阻而存留于滤膜上
,

而 DN A 一

组蛋白交联是由于蛋白质

趋向于吸附滤膜 而引起滤膜上存留
,

因而可以通过蛋 白酶降解 蛋白质来区 分这 两种交

联
.
在加蛋白酶 K 后膜存留率随试剂浓度递增趋势基本不变

,

说明 l
,

2

一

二澳 乙烷与 L1 210

细胞的 DN A 发生了横向交联
.
1 ,

2

一

二嗅乙烷两个烷化中心的距离约 0
.
28 run

,

可 以推测

这种横 向交联只能在互补碱基对之 间进行
.
而嗅乙烷与 L1 21

0细胞 D N A 作用后膜存留率

不随药物浓度的增加而变化
,

表明嗅乙烷与 DN A 之间没有发生类似反应
.
参照氯乙基

亚硝基脉的反应
,

可以 预言二嗅乙烷与 DN A 交联的反应机理〔’3
,

’4 〕为 :



期 居学海等
:
致突变的致癌剂和非致癌剂在引发 D NA 股间交联上 的显著差别 541

B沈峡CH
:B r 一 B尤姚CH2+

鸟普

烷基转移酶
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洲
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砂
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姚
C,
毛
0

币愧一
。2、戈气
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鲤与/
洲 队

丫
,

O
艾

、

一一 N

叭、丫从
N
/
『
_

华{dR
(3) 具有致癌致突性的脱引起 DN A 膜上存留率随药物剂量的升高而明显增加

,

且

在 2于一200 拜
mo l. l

一 ’的剂量范围内表现出良好的线性关系
,

证明有交联性损伤存在
.
加

人蛋白酶 K 后
,

交联度有所降低
,

但降低幅度不大
,

且仍有 良好的线性关 系
,

说明存

在 D N A 蛋白质交联
,

但其量很少
,

约占 C压 总量的 10 % 一20 %
,

与若干 甲基化试剂可

引起 DN A 一

组蛋白间的交联产物的实验结果一致
.
而经胺在不 同剂量时

,

膜 上存 留率均

接近空白对照组
,

说明未引起 DN A 交联性损伤
.
腆导致 DN A 交联性损伤

,

证明双区理

论关于其引起 D N A 股间交联的预言的正确性
.

双区理论认为
,

麟导致 甲基鸟嘿吟的生成只是麟致癌过程的一部分
,

不是其最终致

癌形式
,

更不是其致癌作用的关键步骤
,

其关键步骤应是进一步活化后引起 的 DN A 互

补碱基对沟槽原子间的交联
.
预言其机理如下

: 类似于烷基代 多环芳烃的
Q 碳原

一

子
,

甲

基鸟嚓吟中的甲基易被单氧酶氧化而生成醇
.
在哺乳动物细胞 中

,

磺酞基转移酶
、

磷酞

基转移酶及乙酞基转移酶等均很活跃
,

使代谢产生的醇类转化成磺酸酷等醋类化合物
,

作为活性酷的磺酸醋是很强的生物烷化剂
,

易于与 D N A 等生物大分子发生烷化反应
,

从而引起 DN A 双链间的交联 :

供
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J
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时比

护
一

甲基鸟昔 胞哦吮 鸟昔

互补碱基对中沟槽原子 (腺嘿吟的 护 位和胞哦陡的 N
4
位) 上的反应 可能 比 D N A

沟槽以外的原子上 的反应 占优势
.
单功能的突变剂经胺没有引起膜存 留率的变化

,

因

此
,

与 DNA 不产生链间交联
.

(4 ) A l
〕
C l 离子化方法所检测的准分子离子即 M

十 H 下
,

由表 2 可知
,

混合反应 96h

的 d刀dT 体系中
,

基峰为 529
.
2

,

其对 应的分子离子为 d--A (C从)
Z
dA
+ H 下 ; 而 349

.
0

,

3 5 8

.

1

,

5 1 一2 和 520
.
2对应 的分子离子分别为 dT (e姚 )

ZB:+ H ]
‘ ,

从(e姚 )
ZB:+ H ]

‘ ,
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dT( cH Z)
27 dT + H 了和队(C姚)

Z
dT

十
H 下

.
当样品混合 0

.
5h 后即作检测时

,

其基峰强度

由 253 1降低到 1086
,

而 dT
一

dT 间交联的 511
.
2 峰强则趋近于零

.
显然

,

d--A

一

队
,

d A

一

dT

和 dT
一

dT
均可彼此形成氢键

,

按组合论计算应为 50
:100

:
50
.
不过对称的氢键键合对 可

能更为稳定
,

而 dA 具有最高的亲核性
,

而 dT 的亲核能力最弱
,

于是经历 96h 长时间达

成平衡时
,

总的结果使 dA
一

队
,

dA

一

dT 和 J r
~
dT 交联的比率大约为 100

:30 :30
.
但在 0

.
5h

短时间反应的情况下
,

则亲核能力弱的 dT
~
dT 交联产物则趋近于零

.

在 dG
一

d C 体系 中
,

反应 时 间为 % h 时
,

基 峰均 为 521
.
2

,

其对应 的分子 离 子为

dG (e珑)
Zde + H 7刁

‘
; 其余 334

.
0

,

3 7 4

.

4

,

4 8 1

.

2 和 56 1
.
2 所 对 应 的分 子离 子 分 别 为

dC (C姚)
ZB:+ H7 刁

‘
;

d G
(

c 玩)
ZBr + H7 ]

‘
:

d e
(

C 玩 )
ZdC + H7 刁

‘
;

d G
(

C H
Z

)

Z
d G

+

川 ]
‘

:

当样品混合 0
.
5h 后即作检测时

,

基峰由dG (C H
Z
)
ZdC + H 几

‘

变成dC (C残 )
ZdC + H 几

‘ ,

并

且强度 由 96h 时的 2963 降低到 2仪碑
,

而dG (C姚)
ZdC + H 下峰的强度降低更为显著

,

表

明在长时间混合以后
,

d
G-

d C 之间依靠三条氢键而彼此缔合
,

而 dG
一

d G 与 dC
一

d C 都只能

形成两条氢键
,

因此
,

经历 % h 的长时间平衡将专一性地形成 dG
一

d C 氢键键合对
,

于是

近乎 100 % 地生成 dG
一

d C 交联产物
.
由于 dC 具有较高的亲核能力

,

0

.

5h 的反应则形成

dC
一

d C 交联产物成 为主导趋势
.

比较反应在不同浓度的氨水介质中的峰强可 以看出
,

随着体系 pH 值的提高
,

D N A

碱基在水溶液中的质子化倾向减弱有利于与二滨乙烷进行取代反应
,

因而各种取代产物

的浓度有所提高
,

这导致峰强度随氨水浓度的升高而增加
,

其中基峰强度由 2963 ~ 301 4

~ 4 81 5 而不断增加
.
除混合 0

.
sh 后的测定结果以外

,

其余各个谱图的基峰均为 G
一

C 碱

基对 与 DB E 的反应产物
,

表明上述 dG 和 dC 之间
,

以氢键缔合配对专一性 的重要作用
.

因此
,

d
G(

c 姚)
Zdc 交联产物 始终具有较dG (c坟 )

ZdG 或 dC (C从 )
Z
dC 交联产物 的更高浓

度
.
上述 D NA 碱基交联 的模型实验表 明

,

互补碱基对之间的交联反应
,

倘若在两个烷

化中心接近 0
.
28 一刃

.
30 nln 时

,

则在互补碱基之间的交联将是反应的主导趋势
.

(5 ) 实验结果证实了双区理论的预言
.
双官能烷化剂二嗅 乙烷 与 DN A 中 G

一

C 互补

碱基对的共价交联
,

破坏了其 中的一个氢键
,

残余的两对氢键键合原子
,

或者与 盯 或

者于 dA 配对
,

导致 G: C~ A: T 突变
,

这是二嗅乙烷诱发的主要突变
.

[ 1〕
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