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摘 要：为了探讨甲醛致真核生物与原核生物 FG25蛋白质交联（FG25H+EI)79 >+EJJ879CJ，FKL）的作用，以毕赤酵母

（!"#$"% &%’()*"’）和大肠杆菌（+’#$,*"#$"% #)-"）FM0!为材料，采用 NL85OFO 沉淀法检测液态甲醛染毒后酵母菌与大肠

杆菌中 FKL 含量。结果表明，低浓度（$0"6E8PQ）甲醛不能引起酵母菌和大肠杆菌的 FKL（! R %D%0），而较高浓度

（#$0 和 &$0"6E8PQ）甲醛可引起酵母菌和大肠杆菌明显的 FKL（! S %D%0）；另外，酵母菌的 FKL 系数是大肠杆菌的

FKL 系数的 #% 倍左右。这表明甲醛致真核细胞和原核细胞的 FKL 作用具有剂量效应关系，而且真核细胞的 FKL
系数比原核细胞的 FKL 系数更高。
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甲醛是一种常见的装修型化学性室内空气污染物，也是

一种生物内源性有机化合物，因其来源广、毒性大、污染水平

高、污染时间长等特点，已成为我国主要的室内空气污染物

之一。$%%! 年世界卫生组织下属机构—国际癌症研究中心

（U2VL）领导的工作小组评估了甲醛致癌效应的相关研究报

告后，将甲醛确定为 #2 类物质（人类致癌物）［#］。许多研究

也证实，甲醛具有遗传毒性和致突变性，可以导致 FG2 链断

裂（FG2 JI+-9? *+)-C-:)，FO3）、FG25FG2 交 联（FG25FG2
>+EJJ879CJ， FFL）以 及 FG25蛋 白 质 交 联（FG2 H+EI)79
>+EJJ879CJ，FKL）［$］。关于甲醛所引起的 FG2 损伤虽然已经

做了许多相关的研究［/ ’ B］，但多限于哺乳动物。作为真核生

物和原核生物典型代表的酵母菌和大肠杆菌，甲醛对其 FG2
是否具有相同的致损伤效应，国内外却鲜有报道。本研究以

毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）和大肠杆菌 FM0!（+ = #)-" FM0!）为

实验材料，运用 NLU5OFO 沉淀法检测液态甲醛染毒后酵母菌

与大肠杆菌中 FKL 含量，从而探讨甲醛致真核生物和原核生

物 FG2 损伤的作用，以期更全面更系统地了解甲醛的遗传

毒性和致癌性。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌种：本实验所用的材料为毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）
和大肠杆菌（+’#$,*"#$"% #)-"）FM0!。

%&%&’ 主要试剂和仪器：#%W的福尔马林溶液（O7:6- 公司），

K3O 缓冲液（无 L-$ X 、Y:$ X ），%D!W苔盼蓝溶液，十二烷基硫

酸钠（OFO），蛋白酶 N（Y)+C 公司），ME)>ZJI//$0B 荧光染料、小

牛胸腺 FG2（O7:6- 公司），其它试剂均为分析纯；低温冷冻离

心机（4HH)9?E[50!#0V）、恒温水浴锅（北京长源实验设备厂）、

超声波仪（M7)8J>Z)+5\K$%%O）、荧光分光光度计（(5!0%%，日本

日立）。

%&’ 染毒

实验采用活体液态染毒：从 ]KF 平板上挑取新活化的

毕赤酵母菌单菌落，接种于 0%6Q ]KF 液体培养基中，在 /%^
下振荡培养过夜；另外从 Q3 平板上挑取新活化的大肠杆菌

FM0!单菌落，接种于 0%6Q Q3 液体培养基中，在 /"^下振荡

培养过夜。此时培养基中酵母菌和大肠杆菌的浓度大约为

#%B ’ #%1 个P6Q。取 %D06Q 的酵母菌（或大肠杆菌）悬液，加

入甲醛溶液使其终浓度分别为 $0、#$0、&$0"6E8 _ Q，对照组加

入蒸馏水；最后将酵母菌置于 L‘$ 培养箱（/%^）中，大肠杆

菌则置于另一 L‘$ 培养箱（/"^）中，分别染毒 &%679。

%&( !)* 的检测$+*,$-!- 沉淀法

FKL 采用 NL85OFO 沉淀法检测［1 ’ ##］，OFO 可以和 FKL 以

及其它蛋白结合，而不和自由的 FG2 结合；在向样品中加入

NL8 溶液时可使 FKL 和蛋白质沉淀下来，而自由的 FG2 留在

上清液中。将上清液转移后，再向沉淀中加入蛋白酶 N 除去

蛋白质，使 FKL 中的 FG2 游离出来，并用荧光法测定此 FG2
的含量以及原液中 FG2 的含量，计算交联 FG2 和总 FG2 的

比值，进而得出 FG2 和蛋白质的交联程度。

%&(&% 细胞的裂解：酵母菌的裂解：在制备好的细胞悬液中

分别加入 %D06Q $W 的 OFO 溶液并轻微振荡，超声波破壁

/%679。大肠杆菌的裂解：在制备好的细胞悬液中分别加入

%D06Q #%W的 OFO 溶液并轻微振荡，然后将混合液在 &0^下

水浴加热 #%679，裂解细胞。



!"#"$ 游离 !"# 的分离：从水浴中取出裂解细胞并加入

$%%!&溶于 ’%(()*+& ,-./012* 的 $3%()*+& 的 42*（51 6 738），

将混合液 9 次穿过 $(& 的聚丙烯枪头，从而使 !"# 长度统

一（因 !"# 片段的长度可影响该方法的准确性）。由于 :!:
可以和游离的蛋白质及 !"#0蛋白质交联结合而沉淀下来，

而游离的 !"# 留在悬液中。在冰上冷冻样品 8(.; 后，:!:0
4< 沉淀（包括蛋白质和 !=2）可以形成，然后 $%%%%-+(.; >?
离心 8(.; 收集沉淀，并将上清转入另一离心管（8(&）中。再

加入 $(& 的 清 洗 缓 冲 液（%3$()*+& 42*，%3$(()*+& @!,#，

’%(()*+& ,-./012*，51 6 738）重悬浮沉淀，在 98?下水浴加热

$%(.;，冰上骤冷 8(.;，如前述离心，如此清洗 A 次，每次都将

上清转入上述离心管中。

!"#"# !=2 中结合 !"# 的分离：最终的沉淀重悬浮于 %38(&
的清洗缓冲液中，然后加入 %38(& 的蛋白酶 4（%3>(B+(&，溶

于清洗缓冲液中配制），在 8%?下消化 AC，从水浴中取出，冰

上骤冷 8(.;，$’%%%-+(.; >?离心 $%(.;。收集上清液（其中包

括 !=2 中的 !"#）。

!"#"% !=2 的定量：先制作 !"# 浓度的标准曲线：用清洗缓

冲液配制终浓度分别为 %、$%%、A%%、8%%、78%、$%%%、$8%%、’%%%、

A%%%、8%%%;B+(& 的小牛胸腺 !"# 标准液，紧接着加入 $(& 新

鲜配制的 >%%;B+(& 的荧光染料 1)DEC/FAA’8G，使 终 浓 度 为

’%%;B+(&，置于暗处 A%(.;，用 H0>8%% 型荧光分光光度仪在

A8%;( 激发光和 >8%;( 发射光下测得各浓度的荧光值，制备

标准曲线。将染色后的样品用 H0>8%% 型荧光分光光度计测

定其荧光值，根据标准曲线来定量交联交 !"# 和自由 !"#，

再计算 !=2 系数!，其中"! 为交联 !"#，"" 为自由 !"#。

! 6 "!

"! <""
，

!"% 实验数据统计分析

实验测得的数据用 I-.B.;93% 统计分析软件分析并进行

# 检验和绘图。

$ 结果

$"! &’( 浓度的标准曲线

!"# 浓度的标准曲线如图 $ 所示，回 归 方 程 为：J 6
’3>>’A < %3%%’GK，L’ 6 %3MMGG。

图 ! &’( 浓度的标准曲线

H.BN$ ,CD /FO;PO-P EQ-RD )S !"# E);ED;F-OF.);N

$"$ 液态甲醛致毕赤酵母的 &)* 的浓度效应

经不同浓度的液态甲醛染毒后，采用 42*0:!: 沉淀法检

测结果见图 ’。实验结果显示：经 ’8!()*+& 液态甲醛染毒处

理后，毕赤酵母的 !=2 系数与对照组相比没有发生显著的变

化（$ T %3%8）；但是，当甲醛浓度升高到 $’8、9’8!()*+& 时，

!=2系数显著上升，且 !=2 含量与对照组相比有显著差异

（$ U %3%8）。该结果说明液态甲醛在低浓度时，不引起毕赤

酵母的 !"#0蛋白质交联，在较高浓度时，甲醛能够显著地诱

导毕赤酵母的 !=2 的生成。

图 $ 不同甲醛浓度致毕赤酵母的 &)* 效应

H.BN ’ !=2 S)-(OF.); .; $%&’%( )(*#+,%* OF P.SSD-D;F S)-(O*PDCJPD

E);ED;F-OF.);/N（!：$ U %3%8，E)(5O-DP V.FC E);F-)* B-)Q5）

$"# 液态甲醛致大肠杆菌 &+,!的 &)* 的浓度效应

经不同浓度的液态甲醛染毒后，采用 42*0:!: 沉淀法检

测结果见图 A。实验结果显示：经 ’8!()*+& 液态甲醛染毒处

理后，大肠杆菌 !18"的 !=2 系数与对照组相比没有发生显

著的变化（$ T %3%8）；但是，当甲醛浓度升到 $’8、9’8!()*+&
时，!=2 系数显著上升，且 !=2 含量与对照组相比有显著差

异（$ U %3%8）。该结果说明液态甲醛在低浓度时，不引起大

肠杆菌 !18"的 !"#0蛋白质交联，在较高浓度时，甲醛能够

显著地诱导大肠杆菌 !18"的 !=2 的生成。

图 # 不同甲醛浓度致大肠杆菌 &+,!的 &)* 效应

H.BN A !=2 S)-(OF.); .; - N &+.% !18" OF P.SSD-D;F S)-(O*PDCJPD

E);ED;F-OF.);/N（!：$ U %3%8，E)(5O-DP V.FC E);F-)* B-)Q5）

$"% 液态甲醛致毕赤酵母和 ! - "#$% &+,.的 &)* 对比效应

图 > 是不同浓度甲醛导致毕赤酵母和大肠杆菌 !18"的

!=2 效应的组合图。图中除了表明上述的不同浓度的液态

甲醛致毕赤酵母和大肠杆菌 !18"的 !=2 具有相同的剂量

效应关系外。还说明了在同一种浓度的液态甲醛中，毕赤酵

母和大肠杆菌 !18"之间的 !=2 系数也有着极显著性差异。

（ W ：$ U %3%$，与同浓度的大肠杆菌 !18"比较），即大肠杆菌
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!"#!的 !$% 系数很小（&’() * +’()），而毕赤酵母的 !$%
系数比较高（&() * +()），约是大肠杆菌 !"#!的 !$% 系数

的 &, 倍。

图 ! 不同甲醛浓度致毕赤酵母（高柱组）和大肠杆菌

"#$!（低柱组）的 "%& 对比效应

-./0( 1 %23456.728 9:;<::8 ;=: !$% >2635;.28 .8 !"#$"% &%’()*"’（=./=

?2@A387）58B + 0 #)," !"#!（ @2< ?2@A387）5; B.>>:6:8; >2635@B:=CB:

?28?:8;65;.2870（!：! D ,’,#，?23456:B <.;= ?28;62@ /62A4；E ：! D ,’,&，

?23456:B <.;= + 0 #)," !"#! /62A4 5; ;=: 753: >2635@B:=CB:

?28?:8;65;.287）0

’ 讨论

’() 甲醛致酵母菌和大肠杆菌 "%& 实验的意义

酵母菌和大肠杆菌分别是真核生物和原核生物的典型

代表，由于他们具有结构简单、容易培养等特性，科学家们常

用来作为研究生物机体的某些机理（机制）和基因工程的好

材料，因此探讨甲醛对他们的毒性作用对于进一步研究真核

生物和原核生物的生理生化特性及其机理具有一定的指导

意义。

本实验结果表明低浓度的甲醛不会引起酵母和大肠杆

菌的 !F1G蛋白质的交联，但是高浓度的甲醛都能引起原核

细胞和真核细胞 !F1G蛋白质的交联。这说明控制室内甲醛

浓度超标具有重要的意义，它可以避免或极大地减少对人

体的危害。

真核细胞的 !$% 率更高，这可能是由于在真核生物中，

!F1 与组蛋白等结合形成了染色质，聚集在细胞核中，而大

肠杆菌则不同，它的 !F1 没有或很少有组蛋白与之作用，

!F1 是裸露的。这提示原核细胞可能对甲醛更具有抗性，将

来也许能利用原核细胞高效降解甲醛。

’(* 甲醛导致 "%& 形成的实验

甲醛具有广泛的遗传毒性，其主要和直接的遗传毒性效

应之一就是形成 !$%［+］。%57582H: 等进行了大量的体内实

验，他们证实急性甲醛吸入可诱导大鼠和恒河猴鼻粘膜 !$%
的形成［I］。JACK:8B5@@ 等用甲醛暴露大鼠鼻腔嗅细胞和呼吸

道上皮细胞，得出在 &,,"32@LM 及以上时两种细胞中 !$% 的

含量都出现显著增加［(］。另外本实验室经研究也发现，在甲

醛作用于人血淋巴细胞试验中，当甲醛浓度在 # 和 +#"32@LM
时，!$% 的含量和对照组相比无显著性的差异（! N ,’,#），当

甲醛浓度为 &+# 和 O+#"32@LM 时，!$% 的含量和对照组相比有

极显著性的差异（! D ,’,&）［P］；在甲醛作用小鼠肝细胞的体

内试验中，低浓度气态甲醛（,’#3/L3I）不能引起 !F1G蛋白质

的交联，较高浓度气态甲醛（&’, 和 I’,3/L3I ）可以产生明显

的 !F1G蛋白质交联作用［Q］；在甲醛致人肝癌细胞系 ":4R+
体外试验中，经过低浓度液态甲醛（+#"32@LM 和 #,"32@LM）处

理后，":4R+ 细胞的 !$% 系数虽然稍有变化，但是与空白对

照组比较无显著差异，而当浓度上升至 P#"32@LM 及以上时，

细胞中 !$% 系数出现了极显著上升（! D ,’,&）［Q］。这些试验

结果反映出：甲醛在低浓度时，!F1G蛋白质不引起 !$% 或

!$% 不明显；在高浓度时，甲醛能显著地诱导 !$% 的产生。

本文采用 J%@GS!S 沉淀法来检测甲醛致酵母菌和大肠杆菌

的 !$% 效应，结果也基本一致。同时通过在同种甲醛浓度中

对酵母菌和大肠杆菌的 !$% 含量的比较还得出了酵母菌比

大肠杆菌更敏感的结论。

’(’ 甲醛导致 "%& 形成的机理

甲醛是醛类化合物中最简单的小分子［&+］，其毒性效应的

一个重要方面是源于它的羰基亲电性和较小的空间位阻，使

其易于与核酸和蛋白质发生交联。在体内或体外甲醛先与

蛋白质或核酸上的自由的氨基反应生成不稳定的羟甲基加

合物，然后再进一步与核酸或蛋白质反应形成稳定的交联

物。甲醛所致 !$% 主要是由组蛋白上的赖氨酸残基和 !F1
上的鸟嘌呤共价结合而成，其主要形式可表示为：=.7;28:GF"G
%"+GF"G!F1［&I’&(］。!$% 的存在阻滞了 !F1 的正常转录和复

制，会导致染色体断裂、缺失，基因突变和细胞的死亡，容易

造成一些基因如抑癌基因等丢失［&#］。由于 !$% 是癌变的重

要事件之一，甲醛与 !$% 的量效关系已被用于甲醛致癌性的

危险度评价［&O * &Q］。

! 结论

通过 J%@GS!S 沉 淀 法 实 验 证 实 了 甲 醛 在 较 低 浓 度

（+#"32@LM）时不能诱导 !$% 的形成或者不能显著诱导 !$%
的形成，在较高浓度（&+# 和 O+#"32@LM）时能够显著诱导 !$%
的形成；甲醛致真核细胞和致原核细胞的 !$% 具有剂量依赖

性，但甲醛致真核细胞比原核细胞敏感。
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