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热应激蛋白保护肺泡巨噬细胞

抵抗石英尘毒作用的研究
同济医科大学 ( 4 3 0 0 3 0 )龚鹏 飞 张国高 贺涵 贞 张敏杆 吴植恩 熊世洲

提 要 采用体外热应激的方法观察了 HS P s
对培养大鼠 A M 的保护作用

。

结果 S HP s
水平增加

可保护 A M 抵抗石英尘毒作用
,

表现在 A M 细胞存活率明显提高
,

而 M D A 含量及培养上清液 L D H 活

性明显下降
。

提高 A M H S P s
水平

,

可能为保护和促进肺清除功能
,

预防矽肺等肺部疾病的发生发展

提供一条新的途径
。
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热应激蛋白 ( H e a t s t r e s s p r o t e i n s ,

H S P s )
·

C I
,

0
.

1 % S D S
,

0
.

Z m m o l / L P M S F
,

l o m m o l /

的重要 生物学功能之一就是保护组织细胞抵 L D T T
, 4 %琉基 乙醇

,

10 %甘油
,

p H .7 4) 中

抗热及其他有害因素的损伤作用
,

维护细胞的 裂解
,

1 5 0 0 o r / m in 离心 15 m in
,

取 上 清 用

生存与功能 :l,
2〕

。

在单核巨噬细胞中
,

H S P s
很 L o w yr 微量法测定蛋 白质含量

。

取等蛋 白量的

可能作为一种抗氧化损伤机制而存在
。

在肺清 各样 品用抽滤杂交点样器点样到硝酸纤维素

除机制以及矽肺等肺部疾病的发病机制中
,

肺 薄膜上
。

然后用兔抗人 H S P 70 单克隆抗体 (本

部巨噬细胞起着十分重要的作用 3[,
4口

。

提高巨 室与加拿大拉瓦尔大学细胞分子遗传室合制 )

噬细胞 H S sP 水平以抵抗石英尘之毒作用
,

可 及碱性磷酸酶 S A B C 试剂盒 (武汉博士德生物

能为保护和促进肺清除功能
,

预防矽肺等肺部 工程公司 ) 进行免疫检测川
。

检测结果用图象

疾病的发生发展提供一条新的途径
。

分析仪进行定量分析
。

1 材料与方法 A M 细胞存活率测定采用台盼蓝法
。

乳酸

健康雄性 W ist ar 大鼠
,

体重 1 80 一 2 0 0 9
,

脱氢酶活性测定采用试剂盒法 (北京化工厂 )
。

由本校实验动物中心提供
。

大鼠用 2 %戊巴 比 丙二醛 ( M D A ) 含量测定采用 T B A 法圈
。

统

妥钠腹腔注射麻醉后
,

腹主动脉放血处死
。

取 计方法采用 t 检验
。

全肺及支气管
,

按本室方法灌洗 回收肺泡巨噬 2 结果

细胞 ( A M )
。

用含 10 %小牛血清的 1 6 4 0 培养 2门 体外受热应激大鼠 A M 在石英尘作用下

液调节细胞浓度为 l o 6e e l l / m l
,

接种于 2 5 m l 培 H S P 7 o 含量的变化

养瓶
。

37 ℃贴壁纯化培养 h2
,

去上清
。

用 D
一

在没有石英尘的情况下
,

受热应激后的

H an ks 液清洗 3 次
,

换上新鲜的含 10 %小牛血 A M H S P 70 含量明显高于未应激的 A M
。

在同

清 的 1 64 0 培养液
。

样剂量石英尘作用下
,

热应激组 A M H S P 70

将培养瓶随机分为两组
:

未应激组及热应 含 量 均较未应激组 显 著升高
。

在较 高 剂 量

激组
。

将热应激组培养瓶置 42 ℃水浴 15 m in 后 ( 50 拌g / m l) 石 英 尘 作 用 下
,

未 应激 组 A M

再放回 37 ℃培养箱
,

继续培养 h4 后
,

未应激组 H S P 70 的增 加有所下 降
,

而热 应 激组 A M

及热应激组 同时换上含一定浓度的石英尘 (直 H S P 70 含量继续升高 (表 1 )
。

径镇 5拜m
,
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.

2 体外受热应激大鼠 A M 在石英尘作用下

所提供 ) 的 1 6 4。 培养液
,

37 ℃继续培养 24 h
。

细胞存活率
、

L D H 活性及 M D A 含量变化

用 D ot lB ot 法测定 A M H S P 70 含量比胡 :

受热应激后大鼠 A M 在 同样剂量的石英

将回收的 A M 在匀浆缓冲液 ( s o m m ol / L T ir s
尘作用下

,

其细胞存活率都明显高于 未应 激



·
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表 1
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体外受热应激大鼠 A M 在石英尘作用下 H S P 07 蛋白含量变化 (积分光密度 )

组 别 观察数
石英尘剂量 (严 g / m D

0 1 0 20 5 0

未应激组

热应激组

4 8
.

5 0士 3
.

9 3 8 4
.

2 2士 3
.

2 4 12 1
.

5 8士 2
.

86 7 4
.

3 7士 4
.

36

6 6
.

2 7士 1
.

92
.

10 3
.

2 2士 3
.

2 9
.

1 5 0
.

7 5士 3
.

2 4
件

16 5
.

5 0士 2
.

3 0
.

`

与对照组比较
,

尸 < 0
.

01

表 2 体外受热应激大鼠 A M 在石英尘作用下细胞存活率
、

M D A 含量及培养上清液 L D H 活性变化

石英尘剂量 细胞存活率 ( % ) L D H ( U / m l )

( 仁g / nr l ) 未应激组 热应激组 未应激组 热应激组 未应激组 热应激组

9 1士 3 9 4士 3 1 1 5
.

5 5士 5
.

0 6 1 1 3
.

5 0士 3
.

8 0 9
.

4 1士 0
.

3 2 8
.

6 2士 0
.

5 1

7 6士 2 8 4士 3
“

1 5 2
.

7 1士 1 7
.

8 2 12 8
.

6 0士 5
.

1 8
.

1 3
.

2 8士 0
.

2 5 1 1
.

3 7土 0
.

4 2
’

60士 3 7 8士 4
居

1 9 1
.

8 8士 6
.

8 6 14 9
.

7 0士 1 0
.

5 6
件

1 6
.

0 8士 0
.

4 2 1 3
.

6 3士 0
.

4 7
.

2 2士 2 6 9士 2
.

2 4 0
.

0 9士 6
.

8 6 18 0
.

8 3士 5
.

1 9
`

2 0
.

6 5士 1
.

0 8 1 6
.

8 5士 0
.

3 8
.

0102050

注
:

每组样本数 4 ;
`

与未应激组 比较 尸 < 。
.

01

组
; L D H 活性均明显低于未应激组

;
脂质过氧

化产物 M D A 含量亦都明显低于未应激组 (表

2 )
。

3 讨论

实验结果表明
,

体外培养的正常大鼠 A M

受热应激后 H S P 70 的表达增加
,

与有关报道

的结果一致叫
。

本实验中
,

我们先让大鼠 A M 受热应激诱

导 H S P s
合成

,

继而观察到 A M H S sP 增加后

对石英毒作用的抵抗力明显增加
,

表现在同样

剂量的石英尘作用下 A M 细胞存活率 明显提

高
,

培养上 清液 L D H 活性明显 下降
。

表 明

H S sP 水平增加能保护 A M 抵抗石英毒作用
。

H S P s
保护 A M 的机制可能与其抑制石英

尘诱发的活性氧产生有关
。

N A D P H 氧化酶参

与氧自由基产生的关键性反应
,

H S P s
可抑制

N A D P H 氧化酶
。

此外
,

H S P S
还可激活过氧化

物歧化酶 ( S O D ) 等
,

从而使细胞能抵抗反应

性过氧化物的伤害川
。 ;
本实验中亦观察到受

热应激组的大鼠 A M 在石英尘作用下脂质过

氧化产物 M D A 含量明显低于未应激组
。

H S sP 作为 A M 的一种抗氧化损伤机制而

存在
。

培养 A M 在石英尘作用下
,

受到活性氧

产物的氧化损伤而使 H S P 70 含量适应性地增

加
,

且在一定范围内呈剂量
一

反应关系
。

但当石

英尘的毒作用过强时 (本实验 5 0拼g / m l 石英尘

24 h )
,

这种自我防御机制本身受到损害
,

致使

H S P 7 o 含量并不继续增加
,

而是有所下降
。

说

明 A M 的这种 自我保护作用是有一定限度的
。

受热应激后 的 A M H S sP 含量增加
,

对石英毒

作用 的抵抗力增强
,

在 同样剂量石英尘作用

下
,

A M H S P 70 含量较未应激组增加更为明

显
。

尤其在较高剂量石英尘作用下
,

A M H S sP

含量并未下降而是进一步增加
,

进一步说明了

H S P s
对 A M 的保护作用

。

受热 应激 大 鼠 A M 在 石 英尘 作 用 下
,

H S P 7 0 含量增加较 A M 单受石英尘或热应激

作用下更为明显
,

说明两者在增加 A M H S P 70

水平上有协同作用
。

60 年代苏联学者曾在动物

实验中发现高温与石英尘存在拮抗作用 l0[ 〕
,

但

对其机制一直少有研究
。

由于 H S sP 的保护意

义
,

本实验结果可为其提供一些线索
。

A M 在肺部清 除机制及矽肺等肺部疾病

的发病机制中起着关键作用比
`口

。

H S sP 水平增

加可提高 A M 抵抗石英毒作用的能力
。

因此
,

提高 A M H S P s
水平可为保护和促进肺清除功

能
,

预防矽肺等肺部疾病的发生
、

发展提供一

条新的途径
。
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清洗汽油储罐致急性四乙基铅中毒 1

南充市卫生防疫站 (6 3 7 0 0 0) 兰 小雪 杨忠荣 刘 慧

例报告

白体君 罗克智

张某
,

男
,

3 5 岁
,

某炼油厂临时工
,

1 9 9 5 年 5 月

6 日 8 时许
,

穿塑料凉鞋
,

戴布手套
,

进入汽油储罐内
,

双腿浸在淤水中
,

用铁铲铲除罐内淤渣
。

工作约 2 小

时
,

出现头昏
、

头痛
、

恶心
、

呕吐
、

心悸
、

腹胀等症状
,

即回家休息
。

下午 3 时许又进入罐内工作约 2 小时
,

上

述症状加重
,

到 医院就诊
,

给予吗叮琳
、

安定等治疗
。

第二天上午再入罐内工作约 2 小时
,

感头 昏
、

头痛
、

腹

胀加剧
,

并出现步态不稳
,

神志恍惚
,

再次到 医院就诊
,

仍以吗叮琳
、

多酶片
、

安定等治疗
,

但无好转
。

一周后

病情逐渐加重
,

兴奋
、

多语
、

健忘
,

双下肢不自主抽搐
,

下肢乏力
,

肌肉跳动
,

严重失眠
,

恶梦
,

易惊醒
,

每晚

仅睡 1 小时左右
,

于 1 9 9 5 年 5 月 30 日转我站就诊
。

既往体健
,

无接触其他毒物史
。

查 体
:

体温 3 5
.

8℃
,

脉搏 53 次 /分
,

血 压 n /

7
.

sk P
a ; 神清

,

兴奋
,

步态踌珊 ; 双肺正常
,

心率 53

次 /分
,

律不齐 ; 肝脾未及
;
皮肤划纹 ( ++ ) ;

眼心反射

+ 6 ( 5 3 )
,

眼睑
、

舌震颤
,

手有细小的意向性震颤
,

四

肢肌束颤动
,

昂白氏征 ( + )
,

膝键反射活跃
。

实验室检查
:

血常规
、

肝功
、

X 线胸片
、

B 超均正

常
。

尿铅 1
.

8拜m o l / L
,

尿 冬 A L A 4 5
.

8拌m
o l / L

,

尿 C P

( + )
,

心电图示窦缓伴不齐
。

脑血流图示波幅低且双侧

不对称
。

肌电图示胫神经传导速度正常
,

H 反射潜伏期

延长
,

波幅减小
。

左
、

右排肠肌针电极肌电图
:

左侧伴

自发肌电出现痉挛性放电
,

右侧松弛时为电静息
,

随意

运动时运动单位电位幅度较低
,

波宽增大
。

诱发肌电波

幅较低
,

波宽增大
。

脑电图示 0波增多
,

对光反射减弱
。

现场调查
:

汽油储罐系金属结构
,

圆椎形
,

高

7
.

s m
,

直径 s m
,

通常储存汽油约 3 20 吨
,

置于露天
,

仅侧面距地面 4 c5 m 处及顶部各 有一直径为 50
c m 的

圆形通气 口
,

内储 70 号汽油 (其含四 乙基铅小于

1
·

0 09 k/ g ), 油罐 8年未清洗
,

此次因漏需补
,

将油抽

干后
,

加气压蒸气煮开 4 小时
,

反复 4次
。

3 天后患者

清罐
,

局部无通风设备
,

入罐操作仅患者 1 人
,

共铲除

淤渣 3 吨多
。

周围无其他有害物质
。

事故发生后
,

在同类空油罐内不同位置及不同时

间模拟测定了四 乙基铅及汽油浓度
,

各采 8 份样
,

空气

中四 乙 基 铅
、

汽 油平 均浓 度 分别 为 0
.

7 5 m g / m 3 ,

1 2 6 8 1
.

Zo m g /m , ,

淤渣内含四 乙基铅 1 6 %
。

诊断
:

急性轻度四乙基铅中毒
。

治疗
:

入院后给予能量合剂
,

补充液体
,

谷维素
、

镇静剂及大量维生素等对症
、

支持治疗
,

住院 5个月后

恢复正常
。

本病例提示
,

清洗汽油储罐时
,

必须先冲洗并充入

大量压缩空气
,

工人戴送风或防毒面具
、

胶皮手套
,

穿

防护服装
、

长筒胶鞋
,

限制每次进入工作时间
,

罐外专

人监护
,

工作后淋浴清洗
。

残渣要妥善处理
,

才能有效

地防止中毒事故的发生
。

(收稿
: 1 9 9 5一 1 1一 30 修回

:
19 9 6一 2一 1 5 )
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