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摘 � 要 � 丙烯醛是一种活泼的 �, �不饱和醛, 在环境中广泛存在, 香烟烟气和厨房油烟是人体丙烯醛暴露的

主要环境来源. 另一方面机体内丙烯醛可以通过脂质过氧化、氨基酸氧化等多种途径自发生成. 进入人体后,

丙烯醛和 DNA发生加合生成丙烯醛�DNA 加合物. 目前研究最多的是丙烯醛�dG 加合物, 包括 ��OH�PdG和

��OH �PdG, 其中 ��OH�PdG是主要 dG加合物, 可引起基因突变 (约 1% ), 以 G� T突变为主, 而次要加合物

��OH�PdG的突变概率高于 ��OH�PdG (约 8% ), 同样以 G� T突变为主, 并且这些加合物与一些癌症密切相

关, 如吸烟相关肺癌和膀胱癌等. 此外, 丙烯醛可以与其它碱基发生加合, 生成其它类型的 DNA 加合物, 包括

丙烯醛�dA、dC和 dT加合物, 其中一些加合物的结构已表征, 并在体外反应中存在.

关键词 � 香烟烟气, 丙烯醛�DNA加合物, 基因突变.

丙烯醛是一种活泼的 �, �不饱和醛, 在环境中广泛存在. 香烟烟气中含有大量丙烯醛, 每支香烟大

约产生 10� 500�g丙烯醛
[ 1]

. 空气中丙烯醛的另一个主要来源是厨房油烟, 它与中国妇女肺癌多发有着

密切的关系
[ 2]

. 此外, 机体内还可以通过脂质过氧化、氨基酸氧化及多胺氧化等多种途径生成丙烯醛. 这

些自发生成的丙烯醛也不可忽视, 与多种疾病的生成有关
[ 2]

.

丙烯醛含有两个亲电基团, 具有很强的反应活性, 因而在机体内可直接和多种生物分子发生加合,

如蛋白质半胱氨酸残基中的巯基, 组氨酸、赖氨酸、精氨酸等残基中的氨基
[ 2�3]

, 核酸中的鸟嘌呤
[ 4�7]

、腺

嘌呤
[ 8�12]

、胞嘧啶
[ 8, 13�15]

及胸腺嘧啶
[ 16�17]

等. 丙烯醛�DNA加合物可导致基因突变, 可能与一些癌症的发

生密切相关, 如吸烟相关肺癌
[ 1, 18]

、化疗病人的二次膀胱癌
[ 19 ]

等, 因而受到越来越多的科学家关注, 其

相关报道也越来越多. 本文总结了近年来关于丙烯醛�DNA加合物的相关研究, 从丙烯醛 �DNA加合物

的表征与鉴定、检测方法及其毒理效应 (包括致突变和致癌作用 )研究等三个方面进行简要介绍.

1� 丙烯醛�DNA加合物的表征与鉴定

目前, 关于丙烯醛 �DNA加合物的报道大多集中在 dG加合物的研究. 尽管如此, 一些研究表明丙烯

醛可以与其它核苷 ( dA, dC和 dT)生成加合物, 并对这些加合物进行表征鉴定. 下面分别介绍这几类丙

烯醛�DNA加合物.

1. 1� 丙烯醛 �dG加合物

1984年, H echt实验室在研究丙烯醛与脱氧鸟苷 dG的体外反应中, 发现了 3种主要产物, 结合紫外

可见光谱、质谱和核磁共振等手段, 确认了 3个产物均为丙烯醛 �dG加合物, 对 3种加合物的结构进行

了表征. 丙烯醛的 C�3与 dG 的 N�1发生 M ichae l加成, 丙烯醛的 C�1与 N
2
结合, 形成环状加合物

1, N
2 �6�OH�propanodG(��OH�PdG) ; 丙烯醛与 dG反向加合, 则生成 1, N

2�8�OH�propanodG( ��OH�PdG)
[ 4]

(见图 1).

��OH�PdG的 C�具有手性, 因而有两种同分异构体, 具有相同的紫外可见光谱, 质谱和核磁共振谱,
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可以通过 H PLC分离, 而且两种异构体可相互转换; ��OH�PdG在 C�具有手性, 有两种同分异构体. 在生

物体内丙烯醛�dG加合物的生成具有立体选择性, ��OH�PdG是主要的形式, 其含量高于 ��OH�PdG. 在

丙烯醛暴露的中国仓鼠卵巢细胞
[ 20]

和人纤维细胞
[ 21 ]

中均发现了 ��OH�PdG. 口服抗癌药环磷酰胺 1h

后, 小狗白细胞中也可以检测到 ��OH�PdG
[ 21 ]

. 在未经丙烯醛或抗癌药物处理的啮齿动物和人不同组织

中均存在丙烯醛 �dG加合物
[ 5, 7, 22]

.

图 1� 丙烯醛�dG加合物

Fig. 1� The structure o fA cro lein�dG adducts

1. 2� 丙烯醛 �dA加合物

1988年 Sodum 及其同事鉴定了丙烯醛 �dA加合物. 他们将脱氧腺核苷 ( dA )和丙烯醛混合反应, 通

过阴离子交换柱分离纯化反应产物, 结合紫外吸收、
1
H NMR和氧化银氧化, 推断产物为 ��OH�1, N

6 �
PdA

[ 8]
(图 2) . 随后, Sm ith等人发现丙烯醛 �dA加合物是 ��OH�1, N

6 �PdA, 而不是 ��OH �1, N
6 �PdA. 采用

一维 (
1
H,

13
C)和二维 NMR对其结构进行表征, 确认该加合物是 ��OH�1, N

6 �PdA, 进一步确定羟基在 �

位而不是 �位 (图 2). 他们还结合 5��32
P标记、薄层层析 TLC和离子对色谱等手段, 对丙烯醛处理的寡

链脱氧腺苷酸和小牛胸腺 DNA 进行分析, 均检测到 ��OH�1, N
6 �PdA 加合物的生成

[ 9]
. 近年来,

Paw low icz研究组致力于丙烯醛 �dA加合物的研究. 采用 LC�ESI�M S /M S方法, 确认了多种丙烯醛�dA加

合物, 其中 ��OH�1, N
6�PdA是丙烯醛和脱氧腺苷反应的主要产物. 这与 Sm ith等人的研究结果相同. 同

时在丙烯醛处理的小牛胸腺 DNA (单链和双链 )中, 他们均检测到了该加合物
[ 10�11]

. 此外, K aw ai等人采

用免疫的方法, 在大鼠肾上皮细胞 DNA中检测到 ��OH�1, N
6 �PdA

[ 12]
.

1. 3� 丙烯醛 �dC加合物

Sodum 等人在发现丙烯醛�dA加合物的同时, 也合成、表征了丙烯醛 �dC加合物. 通过 TLC分析, 结

合紫外吸收、
1
H NMR和氧化银氧化, 发现了丙烯醛�dC加合物, 并推断了其结构为 ��OH�3, N

4�PdC
[ 8]

(图 3) . Sm ith等人将 3��磷酸脱氧胞苷酸和 3倍过量的丙烯醛混合, 37� 反应 16h. 通过二维 NMR表征,

其反应产物为单丙烯醛加合物, 其结构为 ��OH�3, N
4�PdC, 不同于 Sodum提出的 �型异构体

[ 13 ]
(图 3) .

此后, Chenna等也认为丙烯醛 �dC加合物为 ��OH�3, N
4
�PdC

[ 14]
. Paw �ow icz等发现丙烯醛与脱氧胞苷 dC

可生成加合物 ��OH�3, N
4 �PdC, 其摩尔产率为 7. 7%. ��OH�3, N

4 �PdC 的结构与 Sm ith和 Chenna研究

相同.

图 2� 丙烯醛�dA 加合物可能的两种结构

F ig. 2� P roposed structure o fA cro le in�dA adducts

图 3� 丙烯醛�dC加合物两种可能的结构

Fig. 3� P roposed struc ture of Acro le in�dC adducts

� � 进一步研究了该加合物的紫外吸收光谱: �m ax ( H2O ) 218和 284 nm, �m in (H 2O) 246nm. 在丙烯醛处

理的小牛胸腺 DNA (单链和双链 )中, 他们也检测到 ��OH�3, N
4�PdC

[ 15]
. 因而推断在人体内可能存在这

些加合物, 并对丙烯醛的致突变性有所贡献.
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1. 4丙烯醛 �dT加合物

Chenna等利用 UV、M S、和
1
H NMR等手段, 鉴定丙烯醛�dT加合物的结构. 室温下, 该加合物在水溶

液中不稳定, 容易生成其它物质
[ 16]

. Paw �ow icz等也发现了有丙烯醛 �dT 加合物生成, 结合质谱、
1
H 和

13
C�NMR, 确认其为单加合物, 结构如下, 并且在丙烯醛处理的小牛胸腺 DNA中, 检测到了丙烯醛�dT 加

合物
[ 17]

.

2� 检测方法

2. 1� 丙烯醛 �dG加合物的检测方法

丙烯醛 �dG加合物的常见检测方法包括
32

P后标记法、高效液相色谱 �串联质谱检测法和免疫检测

法. 在丙烯醛 �dG加合物研究的早期, 多采用
32

P后标记法, 检测不同生物、不同组织中 dG加合物的含

量. 但是由于
32

P后标记法不能提供 DNA加合物的结构信息, 也不能精确定量加合物, 近几年高效液相

色谱�串联质谱检测法逐渐替代
32

P后标记法而广泛用于丙烯醛�dG加合物的检测中. 除了上述两种方法

外, 还有一些报道利用免疫的方法检测该加合物. 这种方法 DNA用量少, 操作简单.

2. 1. 1� 32
P后标记法

Chung研究组建立了一种
32

P后标记方法, 用来检测丙烯醛�dG加合物以及相关加合物, 如巴豆醛 �
dG加合物

[ 5�6, 23]
. 该方法可分为几步进行: 首先向 DNA中加入微球菌核酸酶和脾磷酸二酯酶, 将 DNA

酶切为 3��磷酸核苷酸, 通过高效液相色谱 (HPLC )或固相萃取 ( SPE )纯化富集 3�磷酸丙烯醛修饰的核

苷酸, 然后添加核酸酶 P1、T4多核苷激酶和 [��32
P] ATP, 得到 5��32

P标记 �3�, 5��双磷酸丙烯醛修饰的核

苷酸. 薄层色谱 ( TLC)去除剩余的 [ ��32
P] ATP, 纯化 5��32

P标记 �3�, 5��双磷酸丙烯醛修饰的核苷酸, 再

经反相液相色谱和离子对色谱进一步纯化, 收集含有该物质的馏分, 干燥, 重溶, 最后由反相色谱分离,

辐射检测器检测和定量. 其方法流程如图 4所示.

图 4� 32 P后标记法测定丙烯醛�DNA加合物的流程

Fig. 4� An outline o f the procedure o f 32 P�post labe ling m ethod

利用该方法, 他们在未经丙烯醛处理的小鼠、大鼠和人体肝脏组织内发现了丙烯醛、巴豆醛与 dG

的加合物
[ 5]

. 丙烯醛�dG加合物主要为 ��OH�PdG, 其含量分别为 23� 67个加合物 /10
8
鸟核苷 (小鼠 )、

1. 0� 4. 0个加合物 /10
8
鸟核苷 (大鼠 )和 3. 0� 74个加合物 /10

8
鸟核苷 (人 ). 在大多样品中 ��OH�PdG

含量很低, 甚至有些样品中并没有检测到 ��OH�PdG. 他们又对未处理的小鼠、大鼠肺、肾、脑、乳房、前列

腺、结肠、皮肤和白细胞进行检测, 在这些样品中均检测到丙烯醛�dG加合物, ��OH�PdG为主要加合物,

其含量在 5. 5� 93. 4个加合物 /10
8
鸟核苷之间

[ 22]
. 最重要的是, 他们发现在未处理的人体白细胞和乳

腺中均含有 ��OH�PdG, 其含量为 3. 0� 25个加合物 /10
8
鸟核苷 (白细胞 )、10� 66个加合物 /10

8
鸟核苷

(乳腺 ) . 同样, 在上述样品 (小鼠、大鼠和人 )中, ��OH�PdG含量很低, 甚至低于检测限. 这些数据表明丙

烯醛 �dG加合物的生成在生物体内具有立体选择性, ��OH�PdG是主要的形式, 其含量高于 ��OH�PdG. 在

上述样品中也检测到了巴豆醛�dG加合物, 但低于丙烯醛�dG加合物. 此外, 这两种加合物在不同组织中

分布并不相同, 如大鼠脑组织中, 巴豆醛�dG加合物含量最高, 而前列腺和乳腺中, 主要为丙烯醛�dG加
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合物
[ 22]

.

此外, 他们还比较了吸烟者和不吸烟者口腔组织中丙烯醛�dG加合物的含量, 在口腔组织中发现了

丙烯醛 �dG加合物, 并且吸烟者口腔组织中 ��OH�PdG含量 ( 136 � 90个加合物 /10
8
鸟核苷 )比不吸烟者

( 46 � 26个加合物 /10
8
鸟核苷 )高三倍

[ 6]
. 香烟烟气中含有大量的丙烯醛, 这是吸烟者口腔组织中丙烯

醛 �dG加合物含量明显高于不吸烟者的主要原因. 然而, 并没有发现丙烯醛�dG加合物含量与吸烟次数

(每天 )正相关, 这可能是由于样品量少 ( 11个 )、个体修复能力差异以及未考虑其它来源丙烯醛等因素

所造成的
[ 6]

.

2. 1. 2� 高效液相色谱 �串联质谱检测法 (H PLC�MS /M S)
32

P后标记法不能提供 DNA加合物的结构信息, 可产生假阳性结果; 又由于缺乏内标物质, 故不能

准确定量加合物. 高效液相色谱 �串联质谱检测法克服
32

P后标记的上述缺点, 近几年广泛用于丙烯醛 �
dG加合物的检测中. 一方面根据分子离子和特征碎片离子, 可以确定 DNA加合物的结构; 另一方面以

稳定同位素标记的丙烯醛 �dG加合物作为内标物, 可实现丙烯醛�DNA加合物的准确定量. 高效液相色

谱 �串联质谱检测法的流程如图 5所示.

图 5� 高效液相色谱�串联质谱检测丙烯醛�DNA加合物的方法流程

F ig. 5� An outline o f the procedure o fHPLC�M S /M S m ethod

Lynn等人发展了同位素稀释的毛细管液相色谱 �纳流电喷雾电离�串联质谱法 ( C apLC�nanoESI�ID�
M S /M S) . 以离子阱 ( Ion Trap)质谱作为检测器, 检测通道为: 丙烯醛�dG加合物 ( A cro�dG ) , m /z 324�

m /z 208, Acro�13
C10,

15
N 5�PdG, m / z 339�m /z 218(图 6) . 采用该方法对阿尔茨海默病人 ( AD )和正常脑

组织中的 Acro�dG进行定量, 对照含量为 2800个加合物 /10
9
核苷, 而 AD患者脑组织中 A cro�dG含量为

5100个加合物 /10
9
核苷, 是对照组的 1. 8倍

[ 24 ]
. 与传统液质联用相比, 该方法显著地提高了分析灵敏

度, 而且 DNA用量小, 1� 2 �g脑组织 DNA即可定量, 有利于临床检测. 此后, Zhang 等人建立了一种

H PLC�ES I�M S /M S方法, 检测人肺组织中 A cro�dG的含量
[ 7]

. 在 30个人体肺组织样品 (包括吸烟者和已

戒烟者 )中, 均检测到了 Acro�dG, 其中 ��OH�PdG的含量在 0� 154个加合物 /10
9
核苷之间, 平均含量为

40 � 38个加合物 /10
9
核苷; ��OH�PdG在 6. 4� 159个加合物 /10

9
核苷之间, 平均含量为 29 � 31个加合

物 /10
9
核苷. 可见, 在肺部组织中 ��OH�PdG的含量与 ��OH�PdG相差不大, 而且在一些样品中其含量高

于后者, 这与以前报道并不一致. 该报道还比较了吸烟者和已戒烟者体内 A cro�dG的含量, 不过并没观

察到丙烯醛 �dG加合物含量与吸烟之间的相关性. 2009年, Chen实验室发展了一种纳流液相色谱 �纳流

电喷雾电离 /串联质谱方法 ( nanoLC�NSI�M S /M S) , 与 Lynn的方法类似, 可用于同时分析人胎盘或白细

胞中丙烯醛 �dG加合物和巴豆醛�dG加合物
[ 25]

. 在人胎盘 DNA中, A cro�dG总量为 108个加合物 /10
8
正

常核苷, 而 Cro�dG为 26个加合物 /10
8
正常核苷. 在人白细胞 DNA ( 9个样品 )中, A cro�dG平均含量为

78 � 23个加合物 /10
8
正常核苷, 其中 ��OH�PdG 1, 11 � 5个加合物 /10

8
正常核苷, ��OH�PdG 2和 ��OH�

PdG, 68 � 21个加合物 /10
8
正常核苷. ��OH�PdG 1和 2可以互相转换, 在体内含量相同, 因而 ��OH�PdG

约占 Acro�dG的 28%; 而 C ro�dG平均含量为 6. 2 � 3. 8个加合物 /10
8
正常核苷. 在人体胎盘和白细胞

中, 丙烯醛�dG加合物含量均高于巴豆醛�dG加合物, 这与以前的报道一致. 与 Lynn的方法类似, 这个方

法具有很高的灵敏度, 而且 DNA用量小, 每次约 4� 6�g.
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图 6� ��OH�PdG及其同位素内标物的断裂方式

F ig. 6� M ain fragm ent ions o f��OH�PdG and stable iso tope labe led coun terpart

2. 1. 3� 免疫检测法

Fo iles等人利用自制单克隆抗体 CA2, 发展了一种免疫分析方法, 用来监测丙烯醛暴露的鼠伤寒沙

门氏菌中丙烯醛 �dG加合物 ( ��OH�PdG )的生成情况
[ 26�27]

. 他们在该菌体内发现了丙烯醛 �dG加合物,

并且其含量随着暴露浓度的升高而增大, 最高含量为 5个加合物 / 10
6
鸟核苷酸. 菌株 TA100基因突变

频率与丙烯醛�dG加合物含量正相关, 而 TA100多用来检测 G�C碱基对突变, 这表明在突变过程中丙烯

醛 �dG加合物可能起着重要作用. 菌株 TA104突变频率也与丙烯醛浓度正相关, 但菌株 TA104多用来检

测 A�T碱基对突变, 因而可能是由其它类型丙烯醛 �DNA加合物引起的基因突变. 同样, 在丙烯醛处理的

中国仓鼠卵巢细胞中, 检测到了 ��OH�PdG, 其含量也随着暴露浓度升高而增加, 当丙烯醛为 1mm o l�L
- 1

时, ��OH�PdG含量为 162个加合物 / 10
6
鸟核苷酸

[ 21]
.

此后, M cD iarm id研究组采用酶联免疫吸附测定 ( enzym e�linked imm une sorben t assay, EL ISA )和免

疫斑点杂交 ( imm une�dot blo,t IDB )等两种免疫方法, 比较了未化疗和服用过抗癌药物环磷酰胺病人体

内丙烯醛�DNA加合物的含量
[ 28]

. 结果表明, 在 12位化疗病人体内, 酶联免疫吸附测定和免疫斑点杂交

均发现了丙烯醛 �DNA加合物的存在, 其中 ELISA检测到 4个含有加合物, 占总数的 33%, IDB检测到

了 6个, 占总数的 50%. 而对于未服用化疗药物的病人 ( 15人 ), 两种方法均未检测到加合物. 这与环磷

酰胺药物在体内可以引起丙烯醛�DNA加合物的报道一致.

2. 2� 其它核苷加合物的检测

K aw ai等人发现大鼠肾上皮细胞经氨基三乙酸铁 ( Fe
3+ �NTA )暴露后, 在它们细胞核 DNA中可以检

测到丙烯醛 �dA加合物
[ 12 ]

. Fe
3+ �NTA是一种离子螯合物, 进入细胞后, 可引起氧化应激反应, 进而引起

细胞坏死乃至肾腺癌. 因而大鼠肾上皮细胞经 Fe
3+ �NTA暴露后, 活性氧大量生成, 进而引起脂类物质

发生氧化产生丙烯醛, 与腺嘌呤形成丙烯醛�dA加合物. 在 Fe
3+ �NTA诱导的癌症小鼠模型中, 采用单克

隆抗体 mAb21, 通过免疫组织化学方法, 在细胞核 DNA 中检测到了丙烯醛�dA 加合物, 说明了丙烯

醛 �dA加合物可经脂质过氧化而生成, 并将丙烯醛�DNA加合物和氧化应激反应联系在一起. 他们还利用

两种特异性单克隆抗体 N45. 1(抗 8�OH �dG 抗体 )和 mAb21(抗丙烯醛�dA加合物抗体 ), 发展了一种

DNA片段免疫沉淀方法, 研究 8�OH�dG和丙烯醛 �dA 加合物在 C57BL /6小鼠基因组中的分布
[ 29]

. 然

而, 基于单克隆抗体 mAb21的免疫组织化学或 DNA免疫沉淀方法只能定性说明有没有丙烯醛 �dA加合

物, 并不能用于丙烯醛 �dA加合物的准确定量.

随后, Paw �ow icz实验室采用 H PLC�M S /M S, 在丙烯醛处理的小牛胸腺 DNA中检测到了大量的丙烯

醛 �dA、dC和 dT加合物
[ 10�11, 15, 17]

, 但并没有进一步将该方法应用于生物体内的检测.

3� 丙烯醛�DNA加合物的毒理效应

3. 1� DNA突变研究

1985年, 采用脂质预培养的过程, M arnett等发现丙烯醛对鼠伤寒沙门氏菌 TA104有致突变作用.

暴露后, TA 104发生无义突变 ( nonsensem utat ion), 具有不同的表观特征, 因而可评价丙烯醛的致突变作

用. 丙烯醛暴露可以致使突变型菌株明显增加
[ 30]

. 随后, Curren研究组发现在着色性干皮病人 ( XP)纤

维细胞中, 丙烯醛有明显的致突变性, 而在正常纤维细胞中, 则不能引起基因突变
[ 31]

.
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K aw anishi等人采用 supF 基因突变分析方法, 评价丙烯醛在人纤维细胞中的致突变性
[ 32]

. 他们将丙

烯醛修饰的 pSP189质粒转入人纤维细胞, 培养一段时间. 纯化回收 pSP189质粒, 然后将质粒载体转入

大肠杆菌中, 培养一段时候. 一部分菌株用于检测 DNA复制效率和突变频率; 另一部分, 进行 DNA 测

序, 以确定突变类型. 他们发现在人纤维细胞中丙烯醛 �DNA加合物可引起基因突变, 其中 76% 为碱基

替代, 24%为碱基缺失和插入. 单个碱基替代是最容易发生的一种突变, 占基因突变的 46% , 44% 单个

碱基替代是 G�C� T�A转变, 24% 是 G�C� A�T. 而多个碱基和相邻两个碱基替代也不容忽视, 分别为

18%和 12% . 与自发的突变不同, 丙烯醛 �DNA加合物引起的基因突变并不是随机发生而是存在突变热

点. 与 K aw an ish i的研究类似, W ang等人将修饰的 pSP189质粒转入人纤维细胞 CCL�202, 发现基因突变

频率与丙烯醛暴露浓度正相关
[ 33 ]

, 丙烯醛为 2mm o l� L
- 1
时, 其突变频率为 0. 5%, 高于阳性对照 UV引

起的 DNA损伤 ( 18. 3 � 10
- 4

/Acro�dG对 8. 7 � 10
- 4

/UV�DNA损伤 ), 将连接 PCR ( LM �PCR)扩增和 DNA

修复酶 UvrABC特异酶切相结合, 确认了丙烯醛趋向与 supF 基因中的 dG位点生成加合物. 其突变形式

主要为 G�C� T�A ( 53% )和 G�C�A�T ( 30% )转变. 此外, 富含 dG的序列 ( 2�5dGs)既是丙烯醛优先结合

的位点, 同样也是突变多发的区域. 这些结果都表明丙烯醛�dG加合物与基因突变相关
[ 33]

.

与上述研究不同, K im 认为丙烯醛有很强的细胞毒性, 如小鼠胚胎纤维细胞经 100�m o l� L
- 1
丙烯醛

处理 6h, 其存活率仅为正常的 ( 7. 7 � 6. 5)%, 但在小鼠和人体细胞中丙烯醛 �DNA加合物并不具有致突

变性
[ 34]

. 第一, 与对照相比, 不同浓度丙烯醛 ( 0� 100�m ol� L
- 1

)暴露后, 小鼠胚胎纤维细胞均没有明显

增加基因突变的概率. 第二, 将未处理或丙烯醛修饰的 pSP189质粒分别转入正常和修复缺失的人纤维

细胞, 进行 supF 基因突变分析. 无论正常、修复缺失, 还是丙烯醛修饰、未修饰, 其基因突变频率并没有

显著变化. 在转入细胞前, 对 pSP189质粒甲基化也没有明显改变基因突变的概率.

3. 2 特定位点的突变

一些研究者通过化学合成的方式, 合成了具有单个 A或 C2OH 2PdG加合物的寡核苷酸链
[ 35237 ]

, 促使

研究者逐渐采用这些寡核苷酸链, 进行致突变性研究. 分析策略如下: 1. 将含有单个 A cro2dG的特定寡

核酸链转入单链或双链质粒载体; 2. 用构建成功的质粒载体转染待测细胞或菌株, 加入抗生素筛选转染

成功的细胞或菌株; 3. 纯化回收质粒载体; 4. 将质粒载体转入大肠杆菌中, 培养一段时候. 一部分菌株用

于检测 DNA复制效率和突变频率; 另一部分, 采用
32

P标记的 DNA探针, 以确定突变类型.

V anderVeen等以含有 C2OH 2PdG的寡核苷酸链作为模板, 在体外扩增 DNA, 发现 C2OH 2PdG可以引

起碱基错配, 主要以 Gy A碱基替代为主
[ 38]

. 随后, 他们成功构建了含有 C2OH 2PdG的单链和双链噬菌

体载体 (M 13m p7L2和 M 13MB10221) , 分别转染野生型、碱基切除或核苷切除修复酶缺失的大肠杆菌

株. 通过
32

P标记的 DNA探针杂交方法, 分析从大肠杆菌回收的质粒, 在这三种菌株中, C2OH 2PdG均与

dC配对, 几乎不存在碱基突变现象
[ 38]

.

Y ang等人将含有 C2OH 2PdG的寡核苷酸链转入 SV40 /BK穿梭质粒 (双链 ), 并用该质粒分别转染

不同的大肠杆菌株
[ 39]

、H eLa、XPA及 XPV ( XPA的变异型 )细胞
[ 40241]

; 设计了不同序列的
32

P标记的

DNA探针, 用来评价丙烯醛2dG 加合物的复制效率和突变频率. 在大肠杆菌中, C2OH 2PdG可以抑制

DNA复制, DNA合成为正常的 70%左右, 但几乎没有发生突变. / SOS0DNA聚合酶缺失并不影响 C2OH 2

PdG正常复制, 而体外实验表明聚合酶 Ñ 能介导 C2OH 2PdG与 dA错配, 这些研究表明, 聚合酶 Ó 能促使

C2OH 2PdG正确复制, 因而在大肠杆菌中 C2OH 2PdG不具有明显的致突变性
[ 39]

. 与大肠杆菌的研究类

似, 在 H e la等三种细胞中, C2OH 2PdG均能抑制 DNA复制, C2OH 2PdG加合物的复制效率只有正常 dG的

75%. 在 H e la细胞中, C2OH 2PdG的致突变作用并不明显, 其突变频率为 1%, 突变形式多为 Gy T 和

Gy A等碱基替代
[ 40]

. 利用同样的双链穿梭质粒模型, 他们又比较了丙烯醛2dG加合物的两种异构体

( A, C2OH 2PdG)在 XPA细胞中的突变情况. A2OH 2PdG明显地抑制了 DNA复制, 而且具有较强的致突

变性, 突变概率大于 10% , 以 Gy T突变为主; 而 C2OH 2PdG并不明显抑制 DNA 复制, 其突变频率小于

0136%
[ 41]

. 尽管 A2OH 2PdG含量比 C2OH 2PdG低, 但前者具有更强的基因毒性, 而且体外实验中碱基切

除修复酶不能有效修复这两种 DNA损伤
[ 41]

.

L loyd研究组构建了含有 C2OH 2PdG 的单链 pM S2质粒载体, 分别转入大肠杆菌突变型 AB2480

( uvrA
-

, recA
-

)
[ 42]

、哺乳动物细胞 COS27
[ 42243]

、XPV 和人纤维细胞
[ 44]

. 与上述研究类似, C2OH 2PdG并
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不明显抑制 DNA合成, 在大肠杆菌中突变频率不高, 小于 1%, 但与以前研究不同的是该加合物在

COS27细胞中是致突变的, 其突变概率在 7. 4% 左右, 多为 G y T ( 3. 8% ) 和 G y C ( 2. 6% )等突变形

式
[ 42]

. 同样, 在 XPV和人纤维细胞中也具有致突变性, 其突变概率分别为 3. 9% 和 11%, 多为 Gy T 和

Gy A等突变形式
[ 44]

. 体外引物扩增实验和单碱基插入实验表明, C2OH 2PdG明显抑制了两种主要的

DNA聚合酶 po lD和 E的复制作用, 而加入协同因子增殖细胞核抗原 PCNA, 可以消除该加合物的抑制作

用, 但基因突变频率增高. 因而这两种 DNA聚合酶可能与 C2OH 2PdG的突变相关
[ 42]

. 他们又研究了酵母

和人 DNA 聚合酶 G 在 C2OH 2PdG复制和突变过程中的作用. 在体外单碱基插入实验和扩增试验中,

C2OH 2PdG明显降低了 dG与 dC配对能力 (酵母, 190倍; 人, 100倍 ), 减慢了 DNA扩增速率 (酵母, 8倍;

人, 19倍 ) . 酵母 DNA聚合酶 G可以促使 C2OH 2PdG正确复制, 而人 DNA聚合酶 G则引起了碱基错配.

故 DNA聚合酶 G可能对 C2OH 2PdG的致突变作用有所贡献
[ 44]

. 与 C2OH 2PdG不同, A2OH 2PdG明显地抑

制了聚合酶 G介导的 DNA复制作用. 该加合物在 COS27细胞中也可引起突变, 其突变概率在 8. 3%, 高

于 C2OH 2PdG ( 7. 4% ), 其突变形式为 Gy T( 5. 6% )、Gy C ( 2. 6% )和 Gy C ( 1% )等
[ 43 ]

.

总之, 对于丙烯醛 2dG加合物的致突变性, 还没有一致的看法. 一般认为 C2OH 2PdG不影响 DNA聚

合酶正确复制, 其突变概率较低 (约 1% ), 以 Gy T突变为主, 而 A2OH 2PdG的突变概率高于 C2OH 2PdG,

在 8%左右, 同样以 Gy T 突变为主. 很可能是 A和 C2OH 2PdG加合物的立体异构导致了它们致突变能

力的差异. 双链 DNA中, C2OH 2PdG加合物由闭环转变为开环结构, 以 W aston- C rick模式与 dC配对, 对

DNA结构几乎没有影响, 因而其突变概率较低. 而在与 dC配对时, A2OH 2PdG加合物维持闭环结构, 影

响它们之间氢键的生成, 因而对 DNA结构产生较大影响, 进而导致基因突变
[ 45246]

. 作为丙烯醛与 dG的

次要产物, A2OH 2PdG加合物对丙烯醛的基因毒性贡献更大. 另一方面 C2OH 2PdG还可以介导形成 DNA

链内
[ 46247]

、链间交联
[ 32]

以及 DNA2蛋白质交联
[ 46, 48]

, 这两种交联是一种严重的 DNA损伤, 并且难以修

复, 对 DNA复制也有较强的抑制作用.

3. 3 丙烯醛与癌症

丙烯醛暴露能引发大鼠膀胱癌
[ 49252]

. 在丙烯醛处理的 30只大鼠中, 18只出现了乳突淋瘤, 膀胱癌

的早期症状, 占总数的 60%; 而对照组 30只大鼠中, 只有 8只出现了乳突淋瘤, 占总数的 30% . 可见丙

烯醛在大鼠膀胱癌的形成过程起着重要作用. 作者也对丙烯醛能否引起膀胱癌中期和后期症状进行了

研究, 不幸的是高剂量或长期丙烯醛暴露产生了严重的细胞毒性, 造成大鼠死亡, 因而无法得出确切的

结论
[ 49]

. 腹腔注射后, 大鼠膀胱细胞出现了轻度增生
[ 50 ]

; 而将丙烯醛直接注射到大鼠膀胱中, 其上皮细

胞则出现恶性增生
[ 51]

. 经丙烯醛长期处理后, 大鼠呈现出肿瘤早期症状, 生成乳头状和结状增生
[ 52]

. 这

些研究都表明丙烯醛可能是一种弱致癌性物质.

2006年, Feng等提出与多环芳烃 PAH s相比, 丙烯醛可能是吸烟相关肺癌更为重要的病因
[ 1]

. 主要

有三方面的依据: 第一, 丙烯醛 2dG加合物优先分布于 p53基因中的 152、154、156、157和 158密码子 (外

显子 5); 248和 249密码子 (外显子 7) ; 273和 282密码子 (外显子 8) . 这与 BPDE2dG加合物) 一种典

型的 PAH 2DNA加合物的分布类似, 该加合物多分布在 156、157和 158密码子 (外显子 5) ; 248密码子

(外显子 7) ; 273密码子 (外显子 8) . 而 156、157、158、248、249、273和 282密码子是吸烟相关肺癌患者

p53基因的突变热点, 密码子 249和 273也是非吸烟肺癌的突变热点. 与丙烯醛不同, 多环芳烃及其代谢

产物 BPDE并不倾向与密码子 249形成加合物, 因而丙烯醛是引起吸烟者和非吸烟者发生密码子 249

突变的重要病因. 第二, 正如上文所述, 丙烯醛 2dG加合物可引起人肺纤维细胞发生突变, 主要以 GBCy

TBA为主, 而吸烟相关肺癌细胞 p53基因富含 Gy T突变. 第三, 丙烯醛暴露降低了细胞修复 BPDE2DNA

加合物的能力, 而这种加合物可以导致基因突变, 进而产生癌变. 一种可能的解释是丙烯醛可以与修复

酶发生加合, 而这种修饰影响了酶的活性, 因而降低其修复能力.

另一方面, 丙烯醛是化疗药物环磷酰胺和异环磷酰胺等的主要代谢产物, 被认为是化疗病人二次膀

胱癌多发的重要原因. 丙烯醛处理明显引起膀胱乳突淋瘤
[ 19]

. M cD iarm id研究组在化疗病人体内检测到

了丙烯醛2DNA加合物
[ 28 ]

. 这说明丙烯醛 2DNA加合物可能在癌变过程起着重要作用.

尽管上述研究表明丙烯醛与一些癌症密切相关, 但高剂量或长期丙烯醛暴露将产生严重的细胞毒

性, 致使丙烯醛致癌性评价无法进行. 因此, 正如国际癌症组织所述, 我们现在还没有充足的证据证明丙
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烯醛是致癌物
[ 53]

.

4 研究展望

从 1984年至今, 丙烯醛 2DNA加合物的研究已经走过了 25年的历程, 对于丙烯醛 2DNA加合物有了

更深的认识. 然而还有很多未解决的问题, 有待进一步研究.

( 1)尽管 A2OH 2PdG是体内次要的丙烯醛2dG加合物, 其含量低于 C2OH 2PdG, 但 A2OH 2PdG致突变性

高于 C2OH 2PdG,因而需要更多的研究关注这个次要加合物. Zhang等采用 LC2M S /M S方法在人肺部组织

中, 发现 A2OH 2PdG含量不低于 C2OH 2PdG, 甚至有些样品前者还高于后者
[ 7 ]

. 同样采用 LC2M S /M S方

法, L inW en2Peng在人白细胞中检测到了 A2OH 2PdG, 其含量约占总丙烯醛2dG加合物的 30%
[ 25]

. 由于

A2OH 2PdG在人体中含量、致突变性、致癌作用均不容忽视, 因而生物体内该加合物的异构体分析需要更

多的关注.

( 2) 在细胞内其它丙烯醛 2核苷加合物含量、致突变性和致癌作用, 未得到细致的研究, 同样需要更

多的关注. Paw¤ow icz实验室在丙烯醛处理的小牛胸腺 DNA中检测到了大量的丙烯醛 2dA、dC和 dT加合

物
[ 11, 15, 17 ]

, 由此推断在体内也可以生成这些加合物. Kaw a i等大鼠肾上皮细胞核 DNA 中检测到了丙烯

醛 2dA加合物, 说明在生物体内丙烯醛与 DNA可形成其它类型的加合物
[ 12]

.

( 3) DNA聚合酶和修复酶都可以影响丙烯醛2DNA加合物的致突变作用, 但一个重要的问题是丙

烯醛是否影响这些酶的生物功能, 从而影响其加合物的修复和突变性. 上文提到, 聚合酶 Ó 能促使含有

C2OH 2PdG的 DNA正确复制, 因而解释了为什么 C2OH 2PdG在大肠杆菌中不具有明显的致突变性
[ 39 ]

. 在

哺乳动物细胞中, C2OH 2PdG明显抑制了 DNA聚合酶 polD和 E的复制作用, 而人 DNA聚合酶 G可引起

了碱基错配. 故可能对 C2OH 2PdG的致突变作用有所贡献
[ 42, 44]

. 可以预期, 如果丙烯醛可与这些酶发生

作用, 有可能影响加合物的 DNA复制、修复酶的修复功能, 从而增强丙烯醛加合物的毒理效应.
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REV IEW: THE FORMATION AND MUTAGENESIS OF

ACROLEIN 2DNA ADDUCTS

YIN R uichuan  WANG H ailin
( Research Cen ter of E co2En vironm ental Science CAS, Beijing, 100085, Ch ina)

ABSTRACT

A cro le in, one o f the m ost reactive A, B unsaturated a ldehydes, is an ubiqu itous environm enta l pollutant

and is found in c igarette sm oking and cook ing. On the other hand, acro lein can also be endogenously released

during lip id perox idat ion, m ye loperox idase2m ediated degradation of am ino acids, and so on. Acro lein can

directly react w ith DNA w ithout m etabo lic act ivation. As a resu lt several types o f DNA adducts cou ld be

produced. Current ly, m ost of stud ies focus on Acro lein2dG adduc,t includ ing A2OH 2PdG and C2OH 2PdG. The

m easured am ount of C2OH 2PdG is higher than A2OH 2PdG in hum an body and it can generate about 1% gene

m utat ion, wh ile genem utation frequency is 8% for A2OH 2PdG. Bo th adducts m a in ly induce Gy T m utation.

In addit ion, other base adducts m ay also be generated in v itro, including Acro lein2dA, dC, and dT adducts.

But the ir m etabo lism and genotox icity are unknown. To unb iased ly judge the geno tox icity o f acrole in, the

form at ion, m e tabo lism and geno tox icity o f non2dG adducts shou ld be considered.

K eyw ords: c igarette sm ok ing, A crole in2DNA adducts, gene m utation.


