
造成一定数量的精子中顶体反应率降低。本研究中精子顶体

反应率的降低亦呈现浓度依赖性 , 而且在高浓度二氯苯胺作

用下降低得非常明显 , 5 μg/ml与 10 μg/ml组间差异不明显 ,

我们推测在精子发生顶体反应的过程中 , 有可能还有其他化

学因素起到代偿作用 , 以降低外来化学物质的影响 , 保证精

子顶体反应正常进行。但当外来化学物质超过一定浓度时 ,

这种作用即会消失 , 顶体反应率则显著下降。

到目前为止 , 关于二氯苯胺导致精子顶体酶活性降低的

机制和顶体反应率下降的根本原因还不清楚 , 这其中具体有

哪些因素起了重要作用还需要进行更加深入的研究。
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矽肺患者血液中转化生长因子 -β1表达水平的研究
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　　摘要:为探讨转化生长因子 -β1(TGF-β1)与矽肺的关系 , 采集 16例矽肺患者和 15例正常人的静脉血 8 ml, 应用

酶联免疫吸附法 (ELISA)检测血液中 TGF-β 1的含量。提取外周血淋巴细胞中的总 RNA以及血清中的总蛋白质 , 分

别用 RT-PCR和 Western-blot检测方法检验 TGF-β1的 mRNA和蛋白质表达水平。结果显示 , 矽肺患者血清 TGF-β1为

(203.14±32.38)μg/ml, 正常人血清 TGF-β 1为 (42.66 ±15.50)μg/ml, 两者差异有统计学意义 (t=19.51, P<

0.01);矽肺患者血液中 TGF-β
1
水平明显高于正常人。 TGF-β

1
可作为矽肺患者的血清学检测指标。

关键词:矽肺;转化生长因子-β 1(TGF-β1);表达水平
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Researchontheexpressionleveloftransforminggrowthfactor-β1 inbloodofsilicosispatients
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Abstract:ToexploretherelationshipbetweenTGF-β 1andsilicosis, especiallythepossibilitythatTGF-β1 expressionlevelin

bloodtobeaavailableclinicalindexforsilicosisdisgnosis.16 silicosispatientsand15controlswereselectedastheobjectsofthis

study.8mlbloodweretakenfromthosepeopleforexperimentaldetecting.Enzymelinkedimmunosorbentassay(ELISA)wasused

forthedetectionofserumTGF-β
1
level, theexpressionlevelofTGF-β

1
-mRNAandTGF-β

1
proteininperipherallymphocyteswere

detectedbyRT-PCRandWestern-blottingmethodsrespectively.SPSS14.1wasappliedforstatisticalanalysis.Theresultshowed

thattheserumexpressionlevelofTGF-β1 ofsilicosispatientswas(203.14±32.38)μg/ml, significantlyhigherthanthatofcon-

trols(42.66±15.50)μg/ml(P<0.01).TheRT-PCRandWestern-blottingdetectingresultsalsoshowedthatthelymphocytes

TGF-β
1
-mRNAexpressionlevelinsilicosispatientswasalsoobviouslydecreasedcomparedwiththecontrols.Itindicatedthatser-

umTGF-β 1leveliscloselyrelatedtosilicosis, suggeststhatitcouldbetakenasaclinicalindexforthediagnosisofsilicosis.

Keywords:Silicosis;Transforminggrowthfactor-β 1 (TGF-β 1);Expressionlevel

　　矽肺病是由于在职业场所长期吸入游离二氧化硅粉尘而

导致的肺部弥漫性纤维化。矽肺的发生是否与遗传因素有关

目前还不清楚。近年来 , 在职业病病因研究方面 , 研究者们

试图寻找其遗传易感因素 [ 1, 2] 。为此 , 本文以转化生长因子-

β 1 (transforminggrowthfactor-β1 , TGF-β1)为靶基团 , 探讨矽

肺患者与正常对照人群血液中 TGF-β 1的表达差异。

1　材料与方法

1.1　对象

16例确诊的慢性矽肺患者 (无其他疾患)中Ⅱ期矽肺 11
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例 、 Ⅲ期矽肺 5例 , 均为男性 , 年龄 (54.2 ±5.7)岁。对照

人群为健康的机关工作人员 , 男性 , 年龄 (54.8±6.1)岁。

1.2　标本采集及处理

在同一时间和地点采集研究对象早晨空腹静脉血 8 ml,

将采集到的标本分为 2份 , 1份 3 ml参照文献 [ 3] 分离外周

血淋巴细胞 , 用于 RT-PCR检测TGF-β 1mRNA表达水平。 1份

5 ml室温下放置 30 min, 然后 1 000 g离心 15 min, 参照文献

[ 4] 分离血清用于 ELISA和 Western-blot检测 TGF-β 1蛋白质

表达水平。分离的外周血淋巴细胞应尽快提取 RNA并立即进

行 RT-PCR实验 , 用于 ELISA和 Western-blot检测的血清

-20 ℃冻存。

1.3　试剂

TGF-β1 ELISA试剂盒购自美国 ADL公司 , 反转录试剂盒

购自 promega公司 , 蛋白质抽提试剂盒购自 Novagen, TRIzol购

自 Invitrogen, 鼠抗人 TGF-β1 mAb购自晶美公司 , 各种 DNA和

蛋白质 Marker均购自 Takara。引物合成由上海生工生物工程技

术服务工程有限公司合成, 实验中所用的引物设计如表 1。

表 1　检测 TGF-β 1基因所用引物

基因 上游引物 下游引物 长度(bp) 基因库

TGF-β 1
5′-TCAACACAT-
CAGAGCTCCGA-3′

5′-CACGATCATG-
TTGGACAGCT-3′

730 NM-000660

β-actin
5′-CTATCCCTGT-
ACGCCTCTGG-3′

5′-CACAGGACTC-
CATGCCCAGG-3′

400 NM-001101

1.4　实验方法

1.4.1　ELISA检测　用纯化的抗体包被微孔板 , 制成固相抗

体 , 向包被单抗的微孔中依次加入 TGF-β 1抗原 、 生物素化的

抗人 TGF-β 1抗体 、 HRP标记的亲和素 , 经过彻底洗涤后用底

物 TMB显色。用酶标仪在 450 nm波长下测定吸光度 (OD

值 ), 计算样品浓度。根据标准品先绘制标准曲线 , 再根据每

个样品的 OD值计算 TGF-β
1
值 [ 5] 。

1.4.2　RT-PCR检测　参照文献 [ 6] 抽提外周血淋巴细胞

总 RNA, RT-PCR按照说明书进行操作。

1.4.3　Western-blot检测　蛋白质抽提和纯化按照说明书进

行 , Western-blot参照文献 [ 7] 进行 , 本实验随机选择 5个病

例和 4个对照。

1.5　统计学分析

采用 SPSS14.1中的成组 t检验 , 设显著性检验水平 α=

0.05。

2　结果

2.1　ELISA检测结果

经 ELISA检测 , 血清 TGF-β 1 矽肺患者为 (203.14 ±

32.38)μg/ml, 正常人群为(42.66±15.50)μg/ml,两者差异有

统计学意义 (t=19.51, P=0.00)。见图 1。

图 1　矽肺患者和正常人血清 TGF-β 1 ELISA检测结果

2.2　RT-PCR与 Western-blot检测结果

以基因 β -actin为对照 , 应用 RT-PCR与 Western-blot检测

矽肺患者和正常人外周血淋巴细胞中 TGF-β 1 mRNA和血清中

TGF-β1蛋白水平 , 可见矽肺患者 TGF-β 1mRNA表达水平明显

高于正常对照组。见图 2, 3。

3　讨论

TGF-β 是一类功能复杂的细胞因子 , 具有免疫调节 、 胚胎发

育 、 细胞分化、 细胞外基质 (ECM)形成 、 血细胞及血管生成等

多种作用 [8] , 广泛参与哺乳动物的各种病理生理过程。目前 TGF-

β至少有 6种亚型 [9] , 在哺乳动物中只发现 3种亚型, 即 TGF-

β1、 β2、 β3。人的 TGF-β1的ORF含有 1 173bp, 编码 391个氨基

酸, 是 TGF-β 的主要成分。

肺纤维化是一组由多种病因引起的肺破坏性疾病 , 迄今
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其发病机制尚未阐明 , 但一般认为早期肺部炎症及肺损伤 、

晚期 ECM的沉积是肺纤维化的必然发展过程 [ 10] 。 TGF-β 可能

通过下面几个途径导致肺纤维化。 (1)TGF-β 可以导致 ECM

合成增加以及胶原纤维的沉积 。SimePJ等 [ 11]利用腺病毒载体

将 TGF-β
1
基因转染小鼠肺组织后发现肺纤维化 , 并且有大量

ECM沉积在肺部。 (2)TGF-β 不仅自身在肺炎发生和纤维化

过程中具有重要作用 , 而且能诱导肺脏高水平表达结缔组织

生长因子 (connectivetissuegrowthfactor, CTGF), 而 CTGF已

证实能导致肺纤维化 [ 12] , 二者一起加速肺纤维化的发生。

(3)TGF-β 受体活化。 TGF-β 有 3 种受体 , 即 TβRⅠ 、

TβRⅡ 、 TβRⅢ , 已有研究表明 , TGF-β 受体的活化可能介导

TGF-β 促进 ECM合成与沉积效应 [ 13] 。

本研究结果显示 , 矽肺患者血液中 TGF-β1水平显著高于

正常人群 , 说明矽肺患者与正常人群存在某些基因表达差异。

然而 , 目前仍然没有充分的实验证实 , TGF-β 1水平升高是发

生在矽肺之前 , 还是发生在矽肺之后 , 因此 , 要证明 TGF-β
1

是矽肺的易感基因还需要前瞻性的动物实验和分子流行病学

研究证实。但是 , 本研究结果至少提示 TGF-β1与矽肺密切相

关 , TGF-β 1可作为矽肺患者的血清学检测指标。
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　　摘要:为研究不同剂量的氯化锰对大鼠脑纹状体谷氨酰胺合成酶 (GS)、 磷酸激活的谷氨酰胺酶 (PAG)和大脑

皮质 Na+-K+-ATPase和 Ca2+-ATPase活力的影响 , 将 32只 SD大鼠 , 按体重随机分成 4组。第 1组为对照组 , 皮下注

射生理盐水 , 第 2 ～ 4组为不同剂量染锰组 , 分别皮下注射 50、 100和 200μmol/kg的氯化锰溶液 , 每周注射 5次 , 连

续染毒 4周。观察大鼠体重变化和一般表现。最后一次注射后 24 h处死大鼠 , 切取纹状体 , 测定 GS和 PAG的活力;

切取大脑皮质 , 测定 Ca2+-ATPase和 Na+-K+-ATPase的活力。结果显示 , 随着染锰剂量的增加 , 脑纹状体 GS活力降

低 , PAG活力升高 , 大脑皮质 Ca2+-ATPase和 Na+-K+-ATPase活力降低。与对照组比较 , 在 50、 100和 200 μmol/kg

染锰组 GS和 Na+-K+-ATPase活力逐渐下降 , 差异有统计学意义;在 100和 200 μmol/kg染锰组 PAG的活力逐渐升

高 , Ca2+-ATPase活力逐渐下降 , 且差异有统计学意义。说明不同剂量氯化锰可引起大鼠脑纹状体 GS活力降低 , PAG

活力升高;大脑皮质 Na+-K+-ATPase和 Ca2+-ATPase活力降低 , 由此可引起谷氨酸代谢失衡 , 产生神经毒性。
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