
0.05), 两法的符合率为 0.817。 PCR法的灵敏度为 0.926 , 特

异度为 0.207 , 假阴性为 0.074 , 假阳性为 0.793。

3　讨论

自1985 年 Mallis 首创 PCR以来 , 该技术在分子生物学的

各个领域展现出了广阔的前景。刘洁等[ 2]将 PCR-RFLP用于甲

真菌病的快速诊断 , 其敏感性高于镜检和培养 , 特异性也较

好。林俊萍等[ 3]首次采用聚合酶链反应检测角化型手癣的真

菌DNA , 收到良好效果 , 指出 PCR可用于角化型手癣的临床

诊断。冯义国等[ 4]应用 PCR建立鉴定真菌菌型的方法 , 扩增

产物电泳分析发现不同菌种间产生的 DNA 带型存在明显差

异 , 说明 PCR用于真菌鉴定比较可靠 、 稳定。

本研究通过对 191 名临床诊断为浅部真菌病的酿酒工人

所感染的真菌进行 PCR法和培养法的检测 , PCR法检出的阳

性率为 90.58%, 培养法检出的阳性率为 84.82%, 两种方法

真菌的检出率差别不大 , 检出的真菌菌种也基本相同。 PCR

检测的优点主要是大大缩短了真菌检测的时间 , 从标本收集

到最终诊断仅需要 12 h , 且不依赖活菌体 、 生长状态及生化

和形态学表型 , 与传统的形态学方法即真菌培养比较 , 较易

操作 , 而且敏感性高 , 可以检测少量 DNA , 且可明确菌种。

由于皮肤癣菌的基因型是稳定不变的 , 其核苷酸组成和序列

长度在同种内存在保守性 , 在种间又有着高度特异性[ 5] , 因

此从 DNA水平分类和鉴定可以克服表型多变造成的鉴定困

难[ 7] 。然而 PCR检测的关键问题是避免假阳性 , 提高特异性

和敏感性。首先 , 要避免环境中真菌的污染 , 取材时要迅速

将标本放在有盖的无菌试管或其他容器中 , 同时也要注意防

止在实验操作过程中的污染。用培养法检测真菌 , 是皮肤科

一种传统的诊断和鉴定真菌的方法 , 因此法具有准确可靠的

优点 , 现仍然广泛应用于浅部和深部真菌的诊断和鉴定 , 但

其培养的时间长 , 需要约半个月的时间 , 且其操作过程较复

杂 , 因此寻求更好的诊断方法成为医务工作者的努力方向。

我国川南地区酿酒业生产规模大 、 从业工人较多 , 酿酒

工人患浅部真菌病的发病率较高[ 7] 。生产环境的温度偏高 、

湿度大 , 工人劳动强度大 , 出汗多 , 是其高发病率的原因之

一。用 PCR法快速检测酿酒工人所患浅部真菌病 , 及时进行

诊治 , 有利于降低酿酒工人浅部真菌病的发病率。
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六价铬对人胚肺细胞的毒性及绿茶对其拮抗作用的研究
Study on cytotoxicity of Cr(Ⅵ)in HEL cells and the antagonism of green tea
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　　摘要:采用 RT-PCR技术检测细胞内 p53 及bcl-2 基因的

改变 , 以观察六价铬[ Cr(VI)] 对人胚肺细胞 (HEL)内癌基因

和抑癌基因的影响及绿茶对其的拮抗作用。结果显示 , 不同

浓度的Cr(VI)溶液和绿茶浸泡液处理 HEL 细胞 24 h 后 ,

5 μmol/ L及 10μmol/L Cr(VI)单独处理组细胞内 p53 mRNA 和

bcl-2 mRNA含量显著高于阴性对照组 (P <0.05)。绿茶浸泡

液处理组与Cr(VI)单独处理组相比 , 细胞内 p53 mRNA 和 bcl-2

mRNA含量降低 (P <0.05)。提示六价铬可引起 p53 及 bcl-2

mRNA水平升高 , 绿茶浸泡液可以降低其表达水平。

关键词:六价铬;人胚肺细胞;p53;bcl-2;绿茶

中图分类号:O612.6　　文献标识码:B

文章编号:1002-221X(2007)02-0116-03

六价铬[ Cr(Ⅵ), hexavalent chromium] 在工业上应用极广 ,

已被国际癌症研究机构 (IARC)证实是一种强致癌剂 , 可导

致职业性肺癌[ 1] , 但其致癌机制还不是很明确。 p53 基因是迄

今发现与人类肿瘤相关性最高的抑癌基因 , bcl-2 是研究最早

的与凋亡有关的基因。有关Cr(Ⅵ)对于人胚肺细胞 (HEL)内

癌基因及抑癌基因改变的报道较少 , 故我们采用 RT-PCR技术
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检测不同浓度重铬酸钾染毒对人胚肺细胞 p53 和 bcl-2 mRNA

表达的影响 , 观察绿茶浸泡液对Cr(Ⅵ)毒性作用的拮抗作用 ,

为接触Cr(Ⅵ)化合物的职业人群提供保健性饮料提供科学的

依据。

1　材料与方法

1.1　细胞培养及处理

HEL细胞株在 RPMI-1640 基质中培养 , 其中加体积分数

10%灭活小牛血清 、 青霉素 (1×103U/ L)及链霉素 (1 ×

103mg/ L), 于 37℃、 5%CO2培养箱中培养 , 待细胞长满瓶底

后 , 用 0.25%胰酶消化 , 在细胞之间出现明显裂隙后 , 加入

含血清的培养液终止消化 , 用细胞培养液将细胞吹打成单细

胞悬液 , 然后将细胞悬液按 1∶3 传代 , 待传代细胞将要长满

瓶底后加入Cr(Ⅵ)溶液及绿茶 , 分为阴性对照组 、 10 μmol/ L

Cr(Ⅵ)组 、 5 μmol/L Cr(Ⅵ)组 、 10 μmol/ L Cr(Ⅵ)+绿茶组 、 5

μmol/L Cr(Ⅵ)+绿茶组 (绿茶终浓度为 1 mg/ ml)。绿茶浸泡

液:称取 2 mg 日照绿茶 (春茶), 加入 200 ml沸水浸泡 30

min , 过滤 (0.22μm 滤膜), 现配现用。

1.2　RT-PCR检测 p53 和bcl-2 基因的 mRNA表达

收集细胞提取总 RNA , 紫外分光光度仪测定A260
nm
/A280

nm
,

比值在1.7 ～ 2.0之间 , 计算 RNA含量。引物设计用 Primer 3.0

设计。

(1)Human p53:P1 5′-GCGCACAGAGGAAGAGAATC-3′

P2 5′-GGCCAACTTGTTCAGTGGAG-3′

(扩增产物 346 bp);

(2)Human bcl-2:P1 5′-TGTGGCCTTCTTTGAGTTCG-3′

P2 5′-TCACTTGTGGCTCAGATAGG-3′

(扩增产物 280 bp);

(3)Human β-actin :P1 5′-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3′

P2 5′-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3′

(扩增产物 539 bp);

逆转录合成 cDNA于-20℃保存备用。取 5μl cDNA ,采用

PTC-200 DNA扩增仪扩增。目的基因反应参数为:95℃5 min ,

94℃1 min , 56℃1 min , 72℃1 min ,共 33 个循环后 ,最后 72℃延伸

10 min。 PCR产物用2%琼脂糖凝胶电泳分离检测。

1.3　统计学处理

实验数据均由 3次以上独立的实验得出 , 结果用Mean±

SD 表示 , 应用SPSS 10.0软件进行单因素方差分析。

2　结果

2.1　绿茶 、 Cr(Ⅵ)对细胞内 p53 基因 mRNA表达的影响

RT-PCR结果显示 , 用终浓度为 0、 5、 10μmol/L Cr(Ⅵ)处

理细胞 24 h , p53 mRNA的表达逐渐增加。绿茶与 5、 10 μmol/

L Cr(Ⅵ)同时处理组细胞 p53 mRNA 与Cr(Ⅵ)单独处理组相比

表达量下降。见图 1 , 表 1。

2.2　绿茶 、 Cr(Ⅵ)对细胞内 bcl-2 基因 mRNA表达的影响

RT-PCR结果显示 , 用终浓度为 0、 5、 10μmol/L Cr(Ⅵ)处

理细胞 24 h , bcl-2 mRNA 的表达逐渐增加。绿茶与 5 、 10

μmol/L Cr(Ⅵ)同时处理组细胞 bcl-2 mRNA 与Cr(Ⅵ)单独处理

组相比表达量下降。见图 2 , 表 2。

M:Marker , Ⅰ :对照 , Ⅱ :10 μmol/ L Cr(Ⅵ), Ⅲ:5 μmol/ L Cr

(Ⅵ), Ⅳ:10 μmol/ L Cr(Ⅵ)+绿茶 , Ⅴ:5 μmol/ L Cr(Ⅵ)+绿茶

图 1　Cr(Ⅵ)、 绿茶对 HEL细胞 p53表达的影响

表 1　Cr(Ⅵ)、绿茶对 HEL细胞 p53 mRNA 含量的影响

　组别 n 比值 (x±s)

对照组 5 0.691 7±0.011 6

Cr(Ⅵ)5μmol/L 5 0.927 6±0.018 7＊

Cr(Ⅵ)10 μmol/ L 5 1.112 8±0.032 4＊

绿茶+Cr(Ⅵ)5 μmol/ L 5 0.770 3±0.025 8＊■

绿茶+Cr(Ⅵ)10 μmol/ L 5 0.970 9±0.012 2＊△

　　与对照组比较 , ＊P<0.05;与Cr(Ⅵ )5 μmol/ L 组比较 , ■P <

0.05;与Cr(Ⅵ)10 μmol/ L组比较 , △P<0.05, 表 2同。

M:Marker , Ⅰ :对照 , Ⅱ :5 μmol/ L Cr(Ⅵ ), Ⅲ:10 μmol/ L Cr

(Ⅵ), Ⅳ:5 μmol/ L Cr(Ⅵ)+绿茶 , Ⅴ:10 μmol/ L Cr(Ⅵ)+绿茶

图 2　Cr(Ⅵ)、 绿茶对 HEL细胞 bcl-2表达的影响

表 2　绿茶 、 Cr(Ⅵ)对 HEL细胞 bcl-2 mRNA含量的影响

　　组别 n 比值 (x±s)

对照组 5 0.203 5±0.015 8

Cr(Ⅵ)5μmol/L 5 0.480 2±0.030 4＊

Cr(Ⅵ)10 μmol/ L 5 0.528 2±0.021 3＊

绿茶+Cr(Ⅵ)5 μmol/ L 5 0.255 1±0.018 9＊■

绿茶+Cr(Ⅵ)10 μmol/ L 5 0.371 1±0.045 1＊△

3　讨论

Cr(Ⅵ)能通过膜特异性离子通道进入细胞 , 并在细胞内

还原过程中产生活性氧 (ROS)自由基 , 引起细胞氧化损伤 ,

具有明显的细胞毒性[ 2 ,3] 。同时Cr(Ⅵ)化合物具有基因毒

性[ 4] , 可导致基因突变 , 姐妹染色体交换 , 染色体缺失等。

茶多酚中的儿茶素对多种致癌物诱发的肿瘤 、 体外肿瘤以及

转移性肿瘤均有抑制作用。研究表明经常饮用绿茶可以降低

癌症死亡率[ 5 ～ 7] 。

实验表明 , 经Cr(Ⅵ)染毒后 , 细胞内 p53 mRNA 与对照组

相比表达增强 , 说明染毒后有 p53 基因启动 , 参与了Cr(Ⅵ)

导致细胞损失过程 , p53 高表达被认为是Cr(Ⅵ)导致细胞损伤
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的重要因素之一[ 8 ～ 10] , DNA 损伤积累到一定程度 , 可能会引

起 p53代偿性增加。而铬与绿茶共同作用组测定 p53 mRNA 含

量比单独铬作用组表达下降 (P <0.05), 提示绿茶可以拮抗

Cr(Ⅵ)的毒性作用 , 从而达到对细胞的保护作用。HEL细胞

经Cr(Ⅵ)处理后 , bcl-2 mRNA 明显升高 , 绿茶作用后细胞内

bcl-2 mRNA 的水平明显降低。

许多研究资料表明 , 促癌因素在人类肿瘤发生中具有特

别的意义[ 11] 。促癌阶段在早期是可逆的 , 抑制促癌因素对人

类肿瘤的预防具有特殊意义。 绿茶作为一种具有还原作用的

物质 , 可降低染毒细胞内这两种基因的表达 , 其机制可能是

绿茶在细胞外直接将Cr(Ⅵ)还原为 Cr(Ⅲ), 使Cr(Ⅵ)毒性降

低 ,逆转了 Cr(Ⅵ)的促癌作用。因此 , 经常饮用绿茶是十分有

益的。
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沙参对肺纤维化大鼠 FN 、 LN的影响
Effect of straight ladybell root on FN and LN in pulmonary fibrosis rats
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　　摘要:将大鼠按照性别 、 体重随机分为正常组 、 模型组 、

激素组 、 沙参 1.5 g/kg 组和 3.0 g/kg 组。 按照博来霉素

(BLM)5 mg/ kg体重复制大鼠肺纤维化模型。结果显示模型组

肺组织羟脯氨酸 (HYP)、 血清层连粘蛋白 (LN)含量不断升

高 , 28 d 达最高峰;血清纤维连接素 (FN)含量第 7 天明显

升高 , 14 d 达最高峰。用药各组上升幅度较模型组低 (P <

0.05或 P<0.01)。提示沙参可降低肺组织的 HYP、 血清 FN、

LN含量 , 对肺纤维化有一定的治疗作用。

关键词:沙参;博来霉素;肺纤维化;HYP;FN;LN
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肺纤维化的主要表现为肺间质细胞增生及细胞外基质

(ECM)过度沉积 , 在这一过程中 , 作为 ECM 糖蛋白成分的纤

维连接素 (FN)、 层连粘蛋白 (LN)参与了肺纤维化的发生 、

发展 , 已被许多研究证明[ 1 ～ 3] 。细胞外基质最主要的有形成

分是胶原蛋白 , 而羟脯氨酸 (HYP)是胶原中的一种特有的氨

基酸 , 当胶原代谢发生异常时 , 组织内 HYP 含量发生相应的

变化 , 故肺组织HYP的含量在一定程度上反应了肺胶原的合

成水平[ 4] 。中药沙参是临床应用治疗肺纤维化常用的组方用

药。但单味沙参治疗肺纤维化的实验研究尚未见报道。通过

观察沙参治疗肺纤维化的作用机制 , 为单味药的探索应用提

供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

健康Wistar 大鼠 150只 , 雌雄各半 , 体重 180 ～ 200 g , 沈

阳药科大学实验动物室提供 [ 动物许可证编号:SYXK (辽)

2003-0012] 。

1.2　药品与主要试剂

盐酸平阳霉素 (BLM):哈尔滨博莱制药有限公司生产 ,

批号:04040201 , 8 mg/支;北沙参:沈阳市中医院药局 , 批

号:20050411;醋酸泼尼松片 (醋酸强的松片):吉林制药股

份有限公司生产 , 批号:20041001。羟脯氨酸测试盒 , 南京建

成生物工程研究所生产 , 批号:05061705;大鼠纤维连接蛋白

ELISA 试剂盒 , 批号:EK0350 , 层连接蛋白 ELISA 试剂盒 , 批

号:EK0435 , 均由武汉博士德生物工程公司生产。

1.3　仪器设备

96 孔有盖酶标板:武汉博士德生物工程公司生产 , RT-
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