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摘要：目的 分析低浓度苯暴露对职业人群外周血淋巴细胞miRNA155（miR-155）和miRNA223（miR-223）表达的影

响。方法 选择浙江省宁波市 2家小型金属制品企业、1家中型化学原料和化学制品制造企业苯职业暴露的男性员工

100人纳入苯暴露组，选择年龄匹配、无苯职业暴露的男性员工60人纳入未暴露组；通过问卷调查收集年龄、体质指

数（BMI）、吸烟、饮酒、疾病史、用药史和血常规等资料。采用热解吸-气相色谱法检测工作场所苯8小时时间加权平

均浓度（CTWA），采用高效液相色谱-串联质谱法检测尿 8-羟基脱氧鸟苷（8-OHdG），采用荧光定量反转录PCR测定

miR-155和miR-223的表达量。采用多因素 logistic回归模型分析miR-155和miR-223表达的影响因素。结果 苯暴露

组年龄为（31.17±7.30）岁，CTWA为0.05~0.30 mg/m3，为低浓度苯暴露；未暴露组年龄为（32.52±6.15）岁。苯暴露组

与未暴露组的年龄、BMI、吸烟和饮酒构成差异均无统计学意义（P＞0.05）。苯暴露组miR-155相对表达量中位数为

0.953，与未暴露组的1.293比较差异无统计学意义（P＞0.05）；苯暴露组miR-223相对表达量中位数为0.540，低于未

暴露组的 1.433，差异有统计学意义（P<0.05）。多因素 logistic回归分析结果显示：miR-223表达下调与苯暴露存在统

计学关联（OR=2.719，95%CI：1.308~5.651）。结论 miR-223表达下调可能与低浓度苯暴露有关。
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Effect of exposure to low concentrations of benzene on miR-223 and
miR-155 expression in peripheral blood lymphocytes
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Abstract: Objective To investigate the effect of exposure to low concentrations of benzene on miR-155 and miR-223
expression in peripheral blood lymphocytes among workers with benzene exposure. Methods A hundred male employees
at a risk of exposure to benzene (the exposed group) were randomly sampled from two small metal products manufactur⁃
ing enterprises and one medium-sized chemical raw material and chemical products manufacturing enterprise in Ningbo
City, Zhejiang Province, and 60 age-matched male employees without benzene exposure were randomly selected as the
unexposed group. Age, body mass index (BMI), smoking status, alcohol consumption, disease history, medication history
and routine blood testing results of subjects were collected using a questionnaire survey. The 8-hour time weighted aver⁃
age concentration (CTWA ) of benzene was measured in the workplace using thermal desorption gas chromatography, and
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the urine 8-hydroxy-2＇ deoxyguanosine (8-OHdG) levels were determined using high-performance liquid-chromatogra⁃
phy tandem mass spectrometry (HPLC-MS / MS). The miR-155 and miR-223 expression was quantified in peripheral
blood lymphocytes using quantitative fluorescent reverse transcription-polymerase chain reaction assay, and the factors
affecting miR-155 and miR-223 expression were identified using multivariable logistic regression analysis. Results The
subjects in the exposed group had a mean age of ( 31.17±7.30 ) years, and were exposed to low concentrations of
benzene (CTWA, 0.05 to 0.30 mg/m3) , while the subjects in the unexposed group had a mean age of (32.52±6.15) years.
There were no significant differences between the exposed and unexposed groups in terms of age, BMI, proportion of
smokers or proportion of alcohol consumers ( P>0.05 ). There was no significant difference in the median relative
miR-155 expression between the exposed and unexposed groups ( 0.953 vs. 1.293, P>0.05 ), and lower median relative
miR-223 expression was quantified in the exposed group than in the unexposed group ( 0.540 vs. 1.433, P<0.05 ).
Multivariable logistic regression analysis revealed that down-regulation of miR-223 expression correlated with exposure
to benzene (OR=2.719, 95%CI: 1.308-5.651 ). Conclusion Down-regulation of miR-223 expression may be associated
with exposure to low concentrations of benzene.
Keywords: benzene exposure; microRNA; peripheral blood lymphocyte; oxidative damage

随着苯的健康危害被逐步认识，工作场所苯浓度

得到了有效控制，低于职业接触限值的苯暴露成为

涉苯作业的常态。较高浓度苯暴露的遗传损伤效应

已得到证实，但职业接触限值以下的苯暴露是否仍

会造成遗传损伤有待进一步研究。有研究报道，即

使苯暴露浓度低于 3.25 mg/m3，若长期接触仍可能引

起血液系统毒性［1-2］。近年来，微 RNA（microRNA，

miRNA） 调控在苯致癌效应中的作用引起广泛关

注。miRNA 参与细胞代谢、分化、增殖和凋亡，在

病毒感染、炎症和肿瘤的发生发展中起重要作用，

部分 miRNA 可影响造血细胞的定向分化，与白血

病、淋巴瘤的发病有关［3-4］。本研究分析低浓度苯

暴露（＜3.25 mg/m3）对外周血淋巴细胞 miRNA155
（miR-155） 和 miRNA223 （miR-223） 相对表达量

的影响，为探讨苯的血液毒性机制提供依据。

1 对象与方法

1.1 对象 于 2018 年 7—10 月选择宁波市 2 家小

型金属制品企业、1 家中型化学原料和化学制品制造

企业为现场调查点。2 家小型金属制品企业为喷涂代

加工企业，涉及苯暴露的岗位为调漆和喷漆岗位，均

为手工作业，防护设施有局部抽风罩和水帘式通风

柜。中型化学原料和化学制品制造企业涉及苯暴露的

岗位为罐区巡检、反应区外操、分馏外操和精馏装

置，生产自动化程度较高，均为巡检作业，防护措施

为自然通风。从 3 家企业抽取有苯暴露的男性工人

100 人纳入苯暴露组，选择年龄匹配的无苯暴露的男

性 60 人纳入未暴露组。纳入标准：无血液系统原发

性疾病；近 6 个月未接触 X 线；近 1 个月未服用血

液毒性药物、无感染，无心血管系统疾病。本研究通

过宁波市疾病预防控制中心伦理审查委员会审查（审

批号：201901）。
1.2 问卷调查 采用自行设计的调查问卷收集调查

对象的年龄、体质指数（BMI）、吸烟、饮酒、疾病

史、用药史和血常规等资料。根据 WS/T 405—2012
《血细胞分析参考区间》［5］，符合白细胞计数＜4.0×
109/L、中性粒细胞计数＜2.0×109/L、血小板计数＜

80.0×109/L 和血红蛋白含量＜120 g/L 任一标准为血

象异常，评价研究对象早期健康损害情况。

1.3 苯暴露检测 根据 GBZ 159—2004《工作场所

空气中有害物质监测的采样规范》［6］现场采样，参照

GBZ/T 300.66—2017《工作场所空气有毒物质测定第

66 部分：苯、甲苯、二甲苯和乙苯》［7］，采用热解

吸-气相色谱法检测苯浓度，以 8 小时时间加权平均

浓度 （concentration-time weighted average，CTWA） ＜

3.25 mg/m3 为低浓度苯暴露。

1.4 尿 8-羟基脱氧鸟苷 （8-hydroxy-2＇-deoxy⁃
guanosine，8-OHdG） 检测 仪器和试剂参考文献

［8］，采集晨尿标本 10 mL，4 h 内运至实验室-80 ℃
保存。采用高效液相色谱-串联质谱法检测 8-OHdG，

评价研究对象机体氧化损伤情况。方法线性范围为

2.0~50.0 μg/L，检出限为 0.06 μg/L，精密度＜5%，

加标回收率为 85%~101%。8-OHdG 的浓度用同一份

尿样的肌酐（Cr）浓度矫正，结果以 μg/gCr 表示。

1.5 miR-155 和 miR-223 表达检测 淋巴细胞分离

液、Trizol 试剂盒（北京索莱宝科技有限责任公司），

RNA 提取和纯化试剂盒（北京全式金生物技术有限

公司），反转录试剂盒、荧光定量试剂盒［宝生物工

程（大连）有限公司］，Legend RT 低温离心机（美

国 Thermo Fisher），NanoDrop 2000 微量核酸蛋白浓

度测定仪 （美国 Thermo Fisher），Mastercycler 梯度

PCR 仪（德国 Eppendorf）和 ABI StepOnePlusTM 实时
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荧光定量 PCR 仪（美国 Thermo Fisher）。
采集静脉血 3 mL 于肝素钠抗凝管中混匀，加入

到 4 mL 淋巴细胞分离液上，400×g 离心 20 min，收

集第 2 层淋巴细胞放入含 4 mL 注射用生理盐水的离

心管中，充分混匀，400×g 离心 10 min 弃上清，沉

淀用生理盐水重复洗涤 2 次。加入 2 mL Trizol 试

剂，与淋巴细胞充分混匀，分装于 2 支 1.5 mL EP
管中，每管 1 mL，-80 ℃冻存。淋巴细胞于室温解

冻，按试剂盒说明进行 miRNA 提取和纯化，使用

NanoDrop 2000 质检纯化的 miRNA，以 260 nm 与

280 nm 波长处吸光度比值（A260/A280）在 1.8~2.1 之间

判定为 RNA 质量合格。采用茎环法对 miRNA 进行

反转录，按照反转录试剂盒进行操作。配制反转录反

应混合液（10 μL）：反转录引物 155（5 μmol）、反转

录引物 223 （5 μmol）、反转录引物 U6 （5 μmol）、

脱氧核糖核苷三磷酸混合物（dNTP mixture）各 1 μL
和模板 RNA 6 μL，将混合液于 65 ℃保温 5 min 进

行变性处理。反转录反应体系（20 μL）：上述变性

混合液 10 μL、5×PrimeScript II Buffer 4 μL、RNase
Inhibitor （40 U/μL） 0.5 μL、 PrimeScript II RTase
（200 U/μL） 1 μL、RNase Free dH2O 4.5 μL。反转录

条件：42 ℃，60 min；95 ℃，5 min；4 ℃，冷却保

持。得到的 cDNA 采用荧光定量反转录 PCR （RT-
PCR）法测定或-20 ℃保存。荧光定量 PCR 反应体

系：TB Green Premix Ex Taq II （2×） 10 μL、PCR
Forward Primer （10 μmol） 1.6 μL、 PCR Reverse
Primer （10 μmol） 1.6 μL、cDNA 模板 2 μL、灭菌

水 4.8 μL。荧光定量 PCR 反应条件：95 ℃预变性

30 s，1 个循环；95 ℃变性 5 s，60 ℃退火延伸 30 s，
40 个循环。应用 Thermo Fisher StepOnePlusTM 实时荧

光 PCR 系统自带软件进行初步分析。以 U6 基因作

为内参，用 2-△△Ct［9］计算 miR-155 和 miR-223 的相

对表达量。引物由宁波航景生物科技有限公司合成，

引物设计参考文献 ［10］，见表 1。

表 1 反转录及实时荧光定量 PCR 引物序列

Table 1 Reverse transcription and real-time quantitative PCR primer sequences

基因Gene 引物Primer
U6

miR-155

miR-223

反转录引物Reverse transcription primer
上游引物Forward primer
下游引物Reverse primer
反转录引物Reverse transcription primer
上游引物Forward primer
下游引物Reverse primer
反转录引物Reverse transcription primer
上游引物Forward primer
下游引物Reverse primer

引物序列Primer sequences（5＇-3＇）

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAATA
CTCGCTTCGGCAGCACATA
GTGCAGGGTCCGAGGT
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACCCCT
CGGCGTTAATGCTAATCGTGAT
GTGCAGGGTCCGAGGT
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGGGGT
GGGTCGTGTCAGTTTGTCA
GTGCAGGGTCCGAGGT

1.6 统计分析 采用 SPSS 19.0 软件统计分析。定

性资料采用相对数描述，组间比较采用 χ2 检验。

定量资料服从正态分布的采用均数±标准差 （x±s）
描述，组间比较采用单因素方差分析；不服从正态

分布的采用中位数和四分位数间距［M（QR）］描

述，组间比较采用 Mann-Whitney U 检验。采用多

因素 logistic 回归模型分析 miR-155 和 miR-233 表

达的影响因素。以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 基本情况 苯暴露组 100 人，年龄为（31.17±
7.30）岁，BMI 为（23.80±3.17） kg/m3，吸烟 42 人，

饮酒 27 人，CTWA 为 0.05～0.30 mg/m3，为低浓度苯

暴露；未暴露组 60 人，年龄为 （32.52±6.15） 岁，

BMI 为 （23.76±3.08） kg/m3，吸烟 22 人，饮酒 17
人。苯暴露组与未暴露组的年龄、BMI、吸烟和饮酒

构成比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。见表 2。
2.2 2 组 miR-155 和 miR-223 相对表达量比较 苯

暴 露 组 miR -155 相 对 表 达 量 M （QR） 为 0.953
（2.125），miR-223 相对表达量为 0.540（1.201）；未

暴露组 miR-155 相对表达量为 1.293（1.860），miR-
223 相对表达量为 1.433 （1.726）。2 组 miR-155 相

对表达量比较，差异无统计学意义（P＞0.05）；苯暴

露组 miR-223 相对表达量低于未暴露组（P＜0.05）。

此外，苯暴露组 8-OHdG 水平高于未暴露组，白细

胞计数、血小板计数均低于未暴露组（P＜0.05）。见
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表 2。
表 2 2 组研究对象资料比较

Table 2 Comparison of basic conditions between the benzene exposed and unexposed group

项目 Item

年龄/岁Age/Yeara

BMI/（kg/m2） a

吸烟Smokingb

饮酒 Drinkingb

血象异常Abnormal routine bloodb

白细胞计数White blood cell count /（×109/L） a

中性粒细胞计数Neutrophil count /（×109/L） a

血小板计数Platelet count /（×109/L） a

血红蛋白Hemoglobin/（g/L） a

8-OHdG/（μg/gCr） a

miR-155相对表达量miR-155 relative expression c

miR-223相对表达量miR-223 relative expression c

苯暴露组

Exposed group（n=100）
31.17±7.30
23.80±3.17
42（42.00）
27（27.00）
12（12.00）
6.27±1.47
3.85±2.83

217.75±46.65
156.74±14.21
11.40±7.22

0.953（2.125）
0.540（1.201）

未暴露组

Unexposed group（n=60）
32.52±6.15
23.76±3.08
22（36.67）
17（28.33）
2 （3.33）
7.03±1.81
4.08±1.43

251.65±69.72
158.70±9.80

5.43±2.65
1.293（1.860）
1.433（1.726）

F/χ2/Z

1.431
0.007
0.444
0.033
3.528
8.548
0.327

13.558
0.887

16.659
2.667

10.667

P

0.233
0.931
0.309
0.497
0.083
0.004
0.977

<0.001
0.139

<0.001
0.142
0.002

注：a表示采用x±s描述，组间比较采用单因素方差分析；b表示采用n（%）描述，组间比较采用χ2检验；c表示采用M（QR）描述，组间比

较采用Mann-Whitney U检验。Note: a, the data were described with x±s and compared by one-way ANOVA; b, the data were described with n

(%) and compared by chi-square test; c, the data were described with M(QR) and compared by Mann-Whitney U test.

2.3 miR-155 和 miR-223 表达影响因素的多因素

logistic 回归分析 分别以 miR-155 和 miR-223 表达

为因变量［0=表达未下调（相对表达量>1），1=表达

下调（相对表达量≤1）］，以苯暴露、年龄、BMI、
血象异常、吸烟、饮酒和 8-OHdG（P25、P50、P75分别

为 4.05、5.80、9.64 μg/gCr） 为自变量，进行多因素

logistic 回归分析。结果显示：苯暴露与 miR-223 表

达下调存在统计学关联；尿 8-OHdG 升高与 miR-
155 和 miR-233 表达下调存在统计学关联。见表 3。
3 讨 论

研究发现苯暴露组尿 8-OHdG 浓度高于未暴露

组，白细胞计数和血小板计数低于未暴露组，低浓度

苯暴露可能引起 miR-223 表达下调，尿 8-OHdG 浓

度升高与 miR-155、miR-223 表达下调均有关。

长期苯暴露可引起血常规异常，血常规是苯作业

工人职业健康监护的必检项目，是目前评价健康损伤

的主要指标之一。王秋艳等［11］研究发现，1 000 名

化工厂、机械厂低浓度苯暴露（<1.2 mg/m3）工人白

细胞计数异常率为 11.0%，高于对照组。彭艳等［12］

对杭州市 11 835 名苯暴露工人职业健康调查结果分

析发现，白细胞计数异常率为 3.30%，血红蛋白异常

率为 3.50%。本研究发现苯暴露组血象异常率为

12.00%，与未暴露组比较差异无统计学意义，考虑

与样本量偏小有关。苯的活性代谢产物可引起氧化应

激从而对 DNA 造成氧化损伤，8-OHdG 是活性氧自

由基攻击 DNA 分子中的鸟嘌呤碱基第 8 位碳原子而

产生的氧化性加合物［13］，是评价 DNA 氧化损伤的指

标。既往研究发现，低浓度苯暴露可引起尿 8-OHdG
浓度升高，且尿 8-OHdG 浓度改变早于血常规［8］。

本研究将血常规和尿 8-OHdG 作为苯暴露健康损伤

的评价指标，结果提示低浓度苯暴露可能对机体造成

一定的氧化损伤。

miRNA 是一类长度为 20~24 个核苷酸的单链非

编码小分子 RNA，不同类型的血细胞表达不同的

miRNA，部分 miRNA 可影响造血细胞的定向分化，

在苯致血液毒性中发挥重要作用。人群调查和体外

试验结果均提示，miRNA 的差异表达在低浓度苯

致健康影响中起重要作用，miR-223、miR-638、
miR-221、miR-126、miR-155、miR-196b 和 miR-20b
等多种 miRNA 的差异表达均与苯及其代谢产物氢醌

有关；与对照组比较，苯暴露组 miR-223、miR-221、
miR-155、 miR-196b 和 miR - 20b 表 达 明 显 下

调［14-16］。miR-155 参与血细胞生成、炎症反应和机

体免疫功能调节等，表达异常与多种疾病的发生有

关［17］。本研究结果显示，苯暴露组和未暴露组 miR-
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155 相对表达量差异无统计学意义，可能与样本量较

小有关。miR-223 表达下调和急性髓细胞白血病有

关，急性髓细胞白血病相关的融合蛋白可以和 miR-
223 前体结合使其沉默，抑制 miR-223 表达［18-19］。本

研究显示，苯暴露组 miR-223 表达下调，尿 8-OHdG
浓度升高与 miR-223 表达下调有关，提示机体可能

存在氧化损伤，而氧化损伤是苯诱导致癌的重要原

因［20］，因此，miR-223 表达可能在苯致白血病中发

挥一定作用。但涉苯岗位的喷漆作业和化学品制造可

能接触混苯，本研究尚无法排除混苯暴露引起氧化损

伤的可能，需要在今后的研究中加以验证。

综上所述，低浓度苯暴露引起血象变化，造成机

体氧化损伤，miR-223 表达下调与苯暴露有关，且

miR-155 和 miR-223 表达下调可能均与尿 8-OHdG
浓度升高有关。
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