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摘要：为研究卷烟烟气对机体的毒害作用，参照国内外卷烟烟气安全评价方面的实验模型程序及
方法，应用国产昆明系小鼠探索建立卷烟烟气体内安全评价方法。将６０只小鼠随机分为对照组和
吸烟组，吸烟组在染毒箱中全烟气暴露２ｈ／ｄ，１０支烟／次，每周６次，连续暴露４个月后解剖取其
相关组织，并进行病理学、免疫组化和蛋白质组学分析。结果显示，与对照组相比，吸烟组小鼠肺
脏、肝脏组织内可见明显的病理变化；吸烟组小鼠肺组织、肝组织的增殖细胞抗原（ＰＣＮＡ）和ｐ５３
蛋白阳性表达率分别为８０．０％和６６．７％、７３．３％和６０．０％，显著高于对照组小鼠（Ｐ＜０．０１）；吸烟
组小鼠肺组织部分水溶性蛋白表达明显下调，分子量为１８．６～２３．６ｋＤ的部分蛋白条带含量明显
降低，肝脏分子量为１４．４～１８．６ｋＤ的蛋白含量明显降低。本试验通过动物模型建立了卷烟烟气
体内安全评价方法。
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　　卷烟烟气在卷烟燃吸过程中由烟草燃烧、裂解
和蒸馏产生，含几千种化学物质，其中许多组分对人
体都具有一定的毒性作用［１－２］。近年来，随着社会各
界对吸烟与健康问题的日益重视，对于卷烟烟气危
害性的研究逐渐成为烟草化学和毒理学研究的重

点。目前，卷烟烟气的安全性评价主要集中在体外
毒理学研究方面，体外毒理学方法主要包括细胞毒
性和基因毒性２个方面［３］，尽管其对评价不同卷烟
的烟气或烟气冷凝物的相对毒性有效，但往往只偏
重于少数几项有害成分的分析，使得对卷烟烟气的
安全性评价指标比较单一，缺乏说服力。而关于卷
烟烟气体内安全评价方法的建立，国内外尚未见报
道。因此，为健全卷烟烟气的安全评价体系，建立更
加科学、合理的卷烟烟气安全评价方法，全烟气体内
安全评价体系的建立十分必要。
本研究参照国内外吸烟导致各种病变的动物模

型［４－１１］，采用国产昆明系小鼠，使其在全烟气暴露装
置中被动吸烟，探索卷烟烟气体内安全评价方法的
可行性，为建立卷烟烟气的生物安全评价体系提供
参考。

１　材料和方法

１．１　材料、试剂和仪器

１．１．１　供试动物　ＫＭ 雄性小鼠（５周龄，ＳＰＦ
级），体质量２０～２５ｇ，由河南省实验动物中心提供，
合格证号：ＳＣＸＫ（豫）２０１０－０００２。饲养过程光照模
式为标准化、环境温度２５℃、湿度７０％。自由进
食，环境适应期７ｄ。

１．１．２　试剂　增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）试剂盒、

ｐ５３试剂盒由北京康为世纪生物科技有限公司提
供；丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、十二烷基磺酸钠
（ＳＤＳ）、Ｔｒｉｓ、甘氨酸购自Ｓｉｇｍａ公司；过硫酸铵、四甲
基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）购自Ｂｉｏ－ｒａｄ中国公司；溴酚蓝、
考马斯亮蓝Ｒ－２５０、考马斯亮蓝Ｇ－２５０、蛋白分子量标
准购自北京索莱宝科技有限公司；氯化钠、氯化镁为
分析纯，购自天津市科密欧化学试剂有限公司；散花
牌过滤嘴香烟（焦油量１１ｍｇ／支，烟气烟碱量０．７
ｍｇ／支）购自河南中烟工业有限责任公司。

１．１．３　仪器　ＴＹＡＰ１２１２微型真空泵购自宁波北
仑跳跃机械有限公司；显微镜购自日本奥林巴斯；玻
璃匀浆器、ＢＲ４ｉｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎ高速冷冻离心机购自
美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＵＶ－５１００型紫外可见分光光度
计购自上海元析仪器有限公司；梯度电泳仪购自美
国Ｂｉｏ－ｒａｄ公司；ＪＳ－６８０Ｂ凝胶成像分析仪购自上海
培清科技有限公司；染毒箱为自制，参照文献［４－１１］

方法，Ａ箱为烟气暴露箱，Ｂ箱为烟气伪暴露箱。

１．２　试验设计
在染毒箱中采取被动式吸入方式，温度２５℃、

湿度７０％。将小鼠随机分为２组，每组３０只，分别
为吸烟组和对照组。吸烟组每天在 Ａ箱中全烟气
暴露２ｈ，每次１０支烟，１周染毒６次，连续暴露

４个月。对照组放入Ｂ箱内，除全烟气暴露外，其余
条件均同吸烟组，连续饲养４个月。期间每天监测
染毒箱内环境，每周测量小鼠体质量，日常观察其一
般形态（行为、精神状态、皮毛、分泌物等）［９－１０］。

１．３　病理学诊断
染毒结束后，将小鼠脱颈致死，取其气管、肺、

肝、肾、脾、胃、肠、膀胱和睾丸组织，用４℃的０．９％
生理盐水清洗，随即将全部组织均分为３份，１份用

１０％缓冲福尔马林固定液固定２４ｈ，然后进行常规
石蜡包埋，切片（４μｍ），ＨＥ染色，进行病理观察。
其余２份保存备用。

１．４　免疫组织化学法
对 ＨＥ染色后观察有异常的切片，采用链霉菌

抗生物素蛋白－过氧化物酶免疫组化方法（Ｓ－Ｐ法）
进行免疫组织化学染色。镜下观察细胞ＰＣＮＡ及

ｐ５３蛋白的表达情况。对染色阳性细胞于高倍镜
（４０×）下随机取１０个视野，共计数１　０００个细胞，
记录每１００个细胞中的阳性细胞数，取其平均值，以
染色阳性细胞占所计数全部细胞的百分率作为阳性

表达率。蛋白表达情况判别标准为（１）阴性（－）：染
色阳性细胞＜２５％；（２）阳性（＋）：染色阳性细胞所
占比例为２５％～４９％；（３）强阳性（＋＋）：阳性细
胞≥５０％。每次试验均以已知阳性切片作为阳性对
照，以ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。

１．５　水溶性总蛋白的差异表达
取病理观察有异常的组织于４℃蛋白提取缓冲

液（ｐＨ值７．５）中匀浆（组织湿质量与缓冲液的质量
体积比为１∶１０），４℃、１２　０００ｇ离心１５ｍｉｎ，取上
清得水溶性总蛋白。根据考马斯亮蓝法测量蛋白质
浓度，取１５μＬ蛋白质样品（３５μｇ）与等量２×上样
缓冲液混匀后沸水加热３～５ｍｉｎ，冰浴后离心，在

１２％的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶中分离蛋白，考马斯亮蓝

Ｒ－２５０染色６０ｍｉｎ，脱色液（甲醇∶冰乙酸∶双蒸水

＝１∶１∶８）中脱色至无色即可［１２］。在凝胶成像分
析仪上成像。

１．６　统计分析
应用ＳＰＳＳ　１３．０统计学软件处理数据，试验结

果采用平均值±标准差表示，采用χ
２ 检验，组间比

较采用ｔ检验。
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２　结果与分析

２．１　全烟气暴露１个月后小鼠体质量及饮食量情况
日常观察小鼠一般形态，所有小鼠对全烟气和环境

适应良好，没有因为试验因素直接导致死亡。吸烟１个
月后，与对照组相比，吸烟组皮毛发黄、不光滑，吸烟过程
中动作迟缓，分泌物未见异常。表１所示，吸烟组小鼠体
质量及饮食量变化显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。

表１　吸烟１个月后小鼠体质量及饮食量比较

组别 体质量变化／ｇ 饮食量变化／ｇ

吸烟组 ３６．３±４．５０＊ ５７．８±７．３３＊
对照组 ４３．８±６．４９　 ６６．２±３．５８

　 注：＊表示吸烟组与对照组比较差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　病理学诊断结果

观察切片发现，除肺和肝外，吸烟组小鼠其余组

织均与对照组无明显差异。对照组小鼠（图１ａ）肺

组织结构正常，肺泡间隔完整、清晰，无明显炎症细

胞浸润。吸烟组小鼠（图１ｂ）肺内可见明显炎症细

胞浸润，纤毛倒伏缺失，杯状细胞不同程度增生，肺

泡腔大小不一，部分肺泡间隔变薄或断裂。与正常

肝脏组织（图１ｃ）相比，吸烟组（图１ｄ）肝脏肿大，表

面光滑，肝细胞出现广泛的变性，且以细胞水肿为

主，表现为肝细胞胞质疏松淡染和气球样变，肝细胞

体积增大，数量明显增多，排列紊乱拥挤，可见轻度

炎症细胞浸润。

图１　小鼠肺、肝病理组织切片（ＨＥ染色，４０×）

２．３　免疫组化检测结果
免疫组化结果以细胞内出现明显棕黄色颗粒者

为ＰＣＮＡ、ｐ５３阳性细胞。吸烟组肺组织的ＰＣＮＡ
蛋白阳性表达率为８０．０％，ｐ５３蛋白阳性表达率为

６６．７％，其中阳性（＋）占７３．３％（２２／３０）、强阳性
（＋＋）占６．７％（２／３０）；吸烟组肝组织的ＰＣＮＡ蛋
白阳性表达率为７３．３％（２２／３０），ｐ５３蛋白阳性表达
率为６０．０％，其中阳性（＋）占５３．３％（１６／３０）、强阳
性（＋＋）占６．７％（２／３０），与对照组肺、肝组织的

ＰＣＮＡ及ｐ５３蛋白表达间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．４　肺、肝水溶性总蛋白的表达
从图２、图３可以看出，与对照组相比，吸烟组

小鼠的肺、肝水溶性总蛋白有明显变化。吸烟组小
鼠肺组织部分水溶性蛋白表达明显下调，分子量为

１８．６～２３．６ｋＤ的一部分蛋白条带含量明显降低；
吸烟组小鼠肝脏分子量为１４．４～１８．６ｋＤ的水溶性
总蛋白含量明显降低。

Ｍ．蛋白分子量标准；ａ．对照组；ｂ．吸烟组

图２　肺水溶性总蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳结果
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Ｍ．蛋白分子量标准；ａ．对照组；ｂ．吸烟组

图３　肝水溶性总蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳结果

３　结论与讨论

自１６世纪烟草传入欧洲以后，人们对吸烟与健
康问题就产生了不同的看法。一般认为吸烟与肺
癌、心血管病以及慢性阻塞性肺疾病有明显相关性，
但对于结肠溃疡、骨质疏松症等具有一定的保护作
用［１３］。但由于缺乏足够的科学依据，以至于长期以
来未得到明确的结论。截至目前，对卷烟烟气的安
全性评价主要集中在体外毒理学方面，且往往只偏
重于少数几种有害成分的分析，而对卷烟烟气的体
内安全评价研究尚未见报道。
本研究采用国产昆明系小鼠，通过被动式的全

烟气暴露模式，建立卷烟烟气体内安全评价模型。
该模型可完全收集卷烟的主流烟气和侧流烟气，使
动物完全暴露在烟气环境中，这将使动物对全烟气
进行更加全面地吸收，从而更能真实地评价全烟气
通过各种途径进入体内后对机体造成的危害，但机
体对卷烟烟气的摄入量目前仍无法准确测量，有待
进一步研究。在全烟气暴露１个月后，吸烟组小鼠
的体质量及饮食量显著低于对照组。说明卷烟烟气
可影响小鼠的生长，对其生长有明显的抑制作用。
全烟气暴露４个月后，吸烟组小鼠肺泡内可见明显
炎症细胞浸润，肺泡腔大小不一，部分肺泡间隔变薄
或断裂现象，且肺部有明显沉积物存在。肝细胞核
表面光滑，异染色质增加，肝细胞体积增大，细胞核
数量明显增多。其气管、肾、脾、胃、肠、膀胱和睾丸
组织与对照组相比均未见明显异常。这说明在短时
期内，卷烟烟气对小鼠肝、肺影响较大，而对其他组
织器官影响较小。同时，这还与吸烟的数量有很大
关系。郑卫星等［１４］研究证明，长期吸烟与肺癌的发
病率具有相关性。

ＰＣＮＡ只存在于正常增殖细胞和肿瘤细胞内，
在细胞增殖的启动上起重要作用，是反映细胞增殖
状态的良好指标。ＰＣＮＡ 是一种分子量为３６ｋＤ
的蛋白质，在细胞核内合成，并存在于细胞核内，为

δ－ＤＮＡ聚合酶的辅助蛋白。而δ－ＤＮＡ聚合酶是真
核生物ＤＮＡ复制中起主要作用的酶之一，能够促
进ＤＮＡ的延长［１５］。因此，ＰＣＮＡ的合成和表达与
细胞增殖状态密切相关，是目前反映细胞增殖状态
的主要生物指标。本试验中，吸烟组肺、肝组织的

ＰＣＮＡ蛋白阳性表达率分别为８０％和７３．３％，与对
照组小鼠之间具有极显著差异（Ｐ＜０．０１），说明吸
烟组小鼠肝、肺细胞增殖极其活跃，这与肝、肺的损
伤类型、浸润深度及淋巴结转移等密切相关，进一步
说明卷烟烟气对小鼠肝、肺具有明显的损伤作用。

ｐ５３是一种肿瘤抑制基因，是细胞生长周期中
的负调节因子，与细胞周期的调控、ＤＮＡ修复、细胞
分化、细胞凋亡等重要的生物学功能有关。ｐ５３蛋
白是由ｐ５３基因编码的３９３个氨基酸组成的５３ｋＤ
的核内磷酸化蛋白，分为野生型和突变型。其中野
生型ｐ５３蛋白由于其半衰期短，且在正常细胞中含
量低，很难检出。而突变型ｐ５３蛋白由于其基因发
生点突变，蛋白质构象发生改变，稳定性增加，且能
与一些癌蛋白形成稳定的复合物，使其半衰期大大
延长，且含量增多，通常可用免疫组织化学方法检
测［１６］。Ｍｉｌｌｅｒ等［１７］利用分子生物学方法，验证了肺
癌中及肺癌癌变过程中存在ｐ５３ 基因突变。在本
试验中，使用免疫组织化学方法检测吸烟小鼠肝、肺
中ｐ５３蛋白表达情况，结果显示，吸烟组小鼠肝、肺

ｐ５３蛋白阳性表达率分别为６６．７％和６０％，极显著
高于对照组（Ｐ＜０．０１），且在２０例肺ｐ５３阳性表达
者中发现有１７例呈ＰＣＮＡ阳性表达。说明吸烟组
小鼠肝、肺部基因突变率增加，细胞增殖活跃。
本试验采用标本混合的方法提取蛋白质，即将

同一组的肺、肝组织混合均匀，在同等条件下提取蛋
白质。这种方法能够有效降低个体差异所造成的分
析上的复杂性，避免错误信息。在蛋白质组研究中，
标本混合的方法可以作为试验设计的一个新思

路［１８］。蛋白质是生命的物质基础，在不同的应激条
件或病理状态下，蛋白质组成的细胞或组织在特定
条件下所表达的蛋白质组成和含量也都会发生变

化。刘安军等［１９］对小鼠肺、肝水溶性总蛋白的差异
表达进行了初步研究，从蛋白质组学角度研究了卷
烟烟气对小鼠肺、肝的影响，为预防和治疗肺损伤的
研究提供了理论依据。但从试验结果来看，蛋白质
表达差异不显著。这可能是因吸烟的剂量小、时间
短所致，其具体原因有待后期研究证实。
本研究通过建立动物模型，初步探讨了卷烟烟

气的体内安全评价方法。结果表明，在短时期内，卷
烟烟气对小鼠肝、肺影响较为明显，而对其气管、肾、
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脾、胃、肠、膀胱和睾丸组织影响较小。该方法的建
立，为后期进一步完善卷烟烟气的生物安全评价体
系奠定了基础。但由于试验采用动物种属的限制，
其结果稳定性仍需进一步验证。
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１９９５，２３７（１／２）：７９－９０．
［１７］　Ｍｉｌｌｅｒ　Ｃ　Ｗ，Ｓｉｍｏｎｋ　Ｋ，Ａｓｌｏ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．ｐ５３　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｌｕｎｇ　ｔｕｍｏｒ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ，１９９２，５２：１６５９．
［１８］　王立顺，尹艳慧，高素君，等．以双向凝胶电泳为基础

的食管癌组织蛋白质组学分析新策略［Ｊ］．中国免疫

学杂志，２００３，１９（４）：２３０．
［１９］　刘安军，孟艳丽，曹东旭，等．四氧嘧啶导致小鼠肝脏

损伤相关肝脏差异蛋白的研究［Ｊ］．食品工业科技，

２００７，２３（９）：２０－２３．
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