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砒霜厂工人 Bcl-2基因相对表达与尿砷甲基化产物的关系

闫 婷 １），文卫华 ２），曾龙剑 １），何越峰 １），吴锡南 １）

（1）昆明医科大学公共卫生学院，云南昆明 650500；２）云南省疾病预防控制中心，

云南昆明 650022）

［摘要］目的 探讨砷职业暴露人群 Bcl-2基因表达与甲基砷酸的关系，识别砷的遗传毒性．方法 整群抽

取砒霜厂工人 43名作为暴露组，对照组 23人．实时荧光定量 PCR检测砒霜厂工人外周血淋巴细胞 Bcl-2基因，

采用氢化物发生原子吸收分光光度法检测尿中各形态砷化合物和总砷含量，并计算一、二级甲基化指数．结果

职业暴露工人尿中无机砷、甲基砷酸、二甲基砷酸均显著高于对照人群；职业暴露工人二级甲基化指数显著低于

对照人群；职业暴露工人外周血淋巴细胞 Bcl-2基因相对表达显著高于对照人群；尿中总砷与 Bcl-2相对表达量

成显著正相关（＝0.272， ＜0.05），MMA与 Bcl-2相对表达量成显著正相关（＝0.252， ＜0.05），DMA与

Bcl-2相对表达量成显著正相关（＝0.280， ＜0.05）；尿中砷二级甲基化指数与 Bcl-2基因相对表达量成显著负

相关（＝-0.424， ＜0.05）．结论 砷暴露是工人外周血淋巴细胞 Bcl-2基因表达升高的原因，并和甲基化过程

密切相关．
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The Relationship Between Bcl-2 Expression in Peripheral
Blood Lymphocytes and the Products of Arsenic Methylation in

Workers in Arsenic Factory
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［Abstract］ Objective To study the relationship between the expression of Bcl-2 gene and

monomethylarsonic acid， and study the gentoxicity of arsenic．Methods 43 workers of arsenic factory were

selected as exposure group，and 23 people were selected as control group. Bcl-2 gene expression was detected by

real-time PCR. We used hydride generation-atomic absorption spectrometry（HGAAS） to determine inorganic

arsenic（iAs），monomethylarsonic acid（MMA） and dimethylarsinic acid（DMA） in urine， and calculated

Primary Methylation Index（PMI） and Secondary Methylation Index（SMI）．Results The urinary concentrations

of iAs，MMA and DMA in the exposed population were significantly higher than in the control group. The SMI in the

exposed population was significantly lower than in the control group. The expression level of Bcl-2 gene in the

exposed population was significantly higher than in the control group. There was a significant link between the

expression of Bcl-2 gene and iAs（ ＝0.272， ＜0.05）， and a significant negative correlation between the

expression of Bcl-2 gene and MMA（＝0.252， ＜0.05），and a significant correlation between the expression of
Bcl-2 gene and DMA（ ＝0.280， ＜0.05），and a closely negative correlation between the Bcl-2 and SMI（ ＝
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-0.424 ， ＜0.05）．Conclusion Arsenic exposure is an obvious reason for the upregulation of Bcl-2 gene and

there is a closely correlation between the arsenic methylation products and the expression of the Bcl-2 gene in

peripheral blood lymphocytes.

［Key words］ Arsenic；Bcl-2 gene；Methylation index

无机砷是世界卫生组织（world health organi-

zation，WHO） 及国际癌症研究所 （international

agency for research on cancer，IARC）确认的人类致

癌物[1]，在哺乳动物体内，无机砷常常通过甲基化

形成甲基砷酸（monomethylarsinic acid，MMAsV）

和二甲基砷酸 （dimethy larsinic acid， DMAsV）
[2]．有研究表明无机砷的甲基化并不完全是一个解

毒过程．砷甲基化过程的中间产物比无机砷具有

更 强 的 活 性 和 毒 性 [3]．Bcl-2 基 因 （B-cell

lymphoma-2）是细胞凋亡的重要调控基因， Bcl-2

蛋白在多种肿瘤中高水平表达[4，5]．有细胞学实验

表明砷可导致 Bcl-2基因表达变化，但结果不完全

一致[6，7]．
本研究选择砷冶炼厂工人作为研究对象，探

讨无机砷进入机体后的代谢转化模式对工人外周

血淋巴细胞中 Bcl-2蛋白表达的影响．

1 对象和方法

1.1 对象

在取得知情同意后，收集云南某砒霜厂 43名

工人（男性）为暴露组，非职业性砷暴露人群 23

人（男性）为对照组，采集外周血及尿液．入选

标准是，暴露组年龄 18～60 岁、没有明显疾病、

在砒霜厂工作 3 个月以上；对照组年龄 18～60

岁、周围 50公里没有砒霜厂及可能导致机体砷负

荷明显升高的其它污染源、没有明确的砷接触史、

没有明显疾病，在当地居住 1 a以上．使用统一调

查表收集年龄、性别、文化程度、工种、工作时

间、毒物接触史、药物服用史、吸烟史、饮酒史、

家族史和个人疾病史等资料．

1.2 实验方法

用磷酸盐缓冲液提取淋巴细胞，TRIzol法提取

外周血淋巴细胞的总 RNA，通过异丙醇沉淀法浓

缩 RNA，最后检查提取的 RNA质量及浓度并做好

记录，相对表达量用 -△△Ct值来表示．

Bcl-2荧光定量的引物：5'-CCTGTGGATGA-

CTGAGTACC-3'；5'-GAGACAGCCAGGAGAAAT-

CA-3'．用 20 滋L体系的 RT-PCR反应（购自宝生

物），10 滋L体系的实时荧光定量 PCR反应（购自

invitrogen），操作按试剂盒说明书进行．

尿砷（iAs）测定前取尿样 1 mL 加入 2 mol/L

氢氧化钠， 100℃加热 3 h消化，每隔 1 h震荡混
匀 1次．iAs、MMA、DMA在上述消化处理后形态

不发生改变．以 1%的盐酸和 10%的硼氢化钠为反

应液，采用氢化物发生 -超低温捕集 -原子吸收

分光光度法测定待测样品中的砷含量．该方法测

定 3 种形态砷化物检测限均为 1ng，变异系数

<5%．标准物质为日本国立环境研究所提供．所有

尿样用肌酐进行标定．

用 MMA/ iAs表示一级甲基化指数，即无机砷

转化为甲基砷酸的量与未转化的比例，表示进行

甲基化代谢转化无机砷的比例．用 DMA/ MMA表

示二级甲基化指数，即甲基砷酸转化为二甲基砷

酸的量与未转化的比例，表示进入甲基化代谢转

化的砷化合物完成代谢转化，成为代谢终产物二

甲基砷酸的砷化合物含量和比例．

1.3 统计学分析

数据用 SPSS统计软件包进行两独立样本 检

验及 Pearson相关性分析．

2 结果

2.1 一般情况

共调查 66人，对照组为 23人，砒霜厂工人

为 43人．各组在年龄和性别分布上差异无统计学

意义（ > 0.05）．

2.2 尿中无机砷、甲基砷酸和二甲基砷酸

砒霜厂工人尿中无机砷、甲基砷酸和二甲基

砷酸浓度算术均数分别为 227.74 滋g/mL、337.68

滋g/mL和 1 173.20 滋g/mL，而对照组分别为 2.18 滋
g/mL、1.47 滋g/mL和 15.65 滋g/mL．砒霜厂工人均

显著高于对照组， 差异有统计学意义 （ ＜

0.05）．

2.3 尿砷一级甲基化指数和二级甲基化指数

砒霜厂工人一级甲基化指数略高于对照人群，

但差异没有统计学意义（ ＜0.05）．同时，二级

甲基化指数低于对照人群，差异有统计学意义

（＜0.05），见表 1．

2.4 Bcl-2基因相对表达量比较
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参数 暴露组 对照组

一级甲基化指数（MMA/ iAs） 1.80±1.34 1.38±1.43 1.11 0.27

二级甲基化指数（DMA/ MMA） 4.65±2.46* 10.69±3.32 -8.40 0.00

表 1 尿砷一级甲基化指数和二级甲基化指数（x±s）
Tab. 1 Primary Methylation Index (PMI) and Secondary Methylation Index (SMI) of exposure group and control

group（x±s）

砒霜厂工人和对照人群 Bcl-2基因相对表达量

分别为 （6.11±2.13） 和 （3.96±1.42），暴露组

Bcl-2相对表达量约为对照组的 4.44倍，具有显著
差异（＜0.05）．

经 Pearson相关法分析可见，Bcl-2相对表达量

与总砷正相关（ ＝0.272， ＜0.05），见图 1．与

MMA正相关（＝0.252， ＜0.05），与 DMA正相

关 （ ＝0.280， ＜0.05），与二级甲基化指数

（DMA/MMA）负相关（ ＝-0.424， ＜0.05），见

图 2；但与一级甲基化指数（MMA/iAs）相关无统

计学意义（＞0.05）．

与对照组比较，* ＜0.05.

图 1 总砷与 Bcl-2相对表达关系

Fig. 1 The relation ship between the total arsenic content and the relative expression of Bcl-2

图 2 二级甲基化指数与 Bcl-2相对表达关系

Fig. 2 The relationship between the relative expression of Bcl-2 and SMI

＝0.272

＝0.03

第 34卷46 昆明医科大学学报

＝0.042 4

＝0.00



3 讨论

目前，砷致癌已为大量的人群流行病学调查资

料所证实．流行病学研究和临床观察证明：人类长

期暴露于无机砷及其化合物可以引起皮肤和内脏组

织的肿瘤发病率增高．Bcl-2作为癌基因提出最初

是在淋巴瘤．其后的研究表明，许多人类肿瘤中均
有 Bcl-2的高度表达，它与肿瘤的发生密切相关
[8]．

不同的砷水平对 Bcl-2表达的影响尚未明确，

本次研究采用流行病学的方法收集样本，测得暴露

人群外周血淋巴细胞中的 Bcl-2表达水平显著高于

对照组，并且与尿中 MMA和 DMA的含量显著正

相关，实验结果表明，砷暴露使人外周血淋巴细胞

中 Bcl-2基因表达显著升高．与本研究结果相似，

王宇东等研究发现[9]，砷中毒患者血清 Bcl-2水平

显著高于外对照组，反映了患者体内砷水平具有

上调 Bcl-2 作用；Escudero-Lourdes C 等将上皮细

胞用 MMA染毒 3个月后发现，Bcl-2的表达显著

增高[10]．此外，一些体外细胞染毒研究发现经三氧

化二砷染毒后，细胞中 Bcl-2的表达有所降低．单

悦梅等研究发现，不同浓度的三氧化二砷作用于

SGC-7901细胞后，Bcl-2基因呈低表达[11]．这一结
果上的差异，提示在不同的组织或细胞中，砷的作

用效果可能并不相同，从而导致其对 Bcl-2基因的

表达影响也不同，由此，今后可作更深入的进一步

研究．

Yung-Kai等采用一级甲基化指数和二级甲基

化指数评估砷的代谢转化模式．研究显示，有明确

砷接触史的高血压患者与非高血压人比较，高血压

患者具有更低的二级甲基化指数[12]；Yen-Ching等

研究显示，低二级甲基化指数（≤4.8）更容易患

膀胱癌[13]．在本次研究中发现，低二级甲基化指数

导致外周血淋巴细胞 Bcl-2基因的高表达，而砷暴

露人群具有更低的二级甲基化指数，和更高的

Bcl-2基因的表达量．这些研究结果提示，低的二

级甲基化指数会导致 Bcl-2基因的异常表达，并与

某些疾病的发生具有紧密的联系，因此，应着重加

强对砷暴露人群的健康监测，采取相应措施来提高

砷二级甲基化指数，防止相关疾病的发生．
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