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　　摘要:目的　对慢性低剂量暴露于 2, 3, 7, 8-四氯二苯并二 英 (TCDD)的雌性 SD大鼠血清蛋白改变进行研究 ,

对 TCDD毒性效应作进一步阐述。方法　雌性 SD大鼠随机分为 3个染毒组和 1个对照组 [ (n=8只 /组 , 0ng/ (kg·

d)、 20 ng/(kg· d)、 50ng/(kg· d)、125ng/(kg· d)] , 灌胃染毒 29周 , 采用双向凝胶电泳和基质辅助激光解吸飞行时

间串联质谱技术对大鼠血清进行蛋白组学研究 , 寻找差异蛋白点 , 并对其肝脏进行组织病理学检测。结果　上调的蛋

白包括补体 C4, 载脂蛋白 A-Ⅳ前体和低分子量的激肽原前体;触珠蛋白和补体 C3仅在染毒组大鼠凝胶中被识别 , 而

对照组未见;而 α-抑制因子Ⅲ前体只在对照组的胶上被识别。肝脏组织病理学检测显示染毒组大鼠肝脏出现肝细胞

的脂肪变性 、 空泡形成 、 肝细胞坏死等改变 , 并且随染毒剂量的增加严重程度增加。结论　慢性低剂量染毒使得血清

蛋白谱发生改变 , 所改变的蛋白质与 TCDD的免疫毒性 、 肝毒性 、 氧化应激等效应有关。血清差异蛋白可为 TCDD毒

作用分子标志物的筛选提供依据。
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Abstract:ObjectiveToexplorethechangesofserumproteinsoffemaleSDratsinducedbychronicexposuretolowdoses

of2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin(TCDD), therebymakeafurtherexplanationonthetoxiceffectofTCDD.Methods

Thirty-twofemaleSprague-Dawleyratswererandomlydividedintofourgroups, andgaveintragastricadministrationwith0 ng/

(kg· d), 20 ng/(kg· d), 50 ng/(kg· d), 125ng/(kg· d)ofTCDDrespectivelyfor29 weeks.Theserumproteinswere

studiedusingtwo-dimensionalgelelectrophoresisandMALDI-TOF-MS(matrixassistedlaserdesorption/ionizationtimeofflight

massspectrometry), andthehepatichistopathologicalchangeswerealsoobserved.ResultsTheup-regulatedproteinsinserum

ofTCDD-exposedratswerecomplementcomponent4, pre-apolipoproteinA-Ⅳ andLMW T-kininogen1 precursor;haptoglobin

andcomplementcomponent3 couldbefoundonlyinthatofTCDDtreatedrats, andthealpha-1-inhibitorⅢ precursorwasonly

presentinthatofthecontrolrats.Thehepaticpathologicalobservationshowedadiposedegeneration, cytoplasmicvacuolization,

hepatocyticnecrosisetc.andwasdose-dependent.ConclusionsTheresultssuggestedthatthechronicexposureoflow-doseTC-

DDcaninducethechangesofserumproteins, whichmightrelatedtotheimmunotoxicity, hepatotoxicityandoxidativestressof

TCDD;andtheanalysisofserumproteinspectrumshouldbehelpfulinthestudyofthetoxicityofTCDD.

Keywords:TCDD (2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin);Serumproteomics;MALDI-TOF-MS/MS(matrixassisted

laserdesorption/ionizationtimeofflightmassspectrometry);Two-dimensionalgelelectrophoresis(2-DGE)

　　二 英包括多氯二苯并二 英 (PCDDs)和多

氯二苯并呋喃 (PCDFs), 其中 2, 3, 7 , 8-四氯二苯并

二 英被认为是危害最大毒性最强的化合物
[ 1, 2]

。二

英类物质的来源主要为城市垃圾或工业废弃物的焚

烧 、含氯化学品及农药生产过程中的工业副产物 、 造

纸工业的氯气漂白过程 , 还存在于其他一些排放源 ,

如燃煤电站 、金属冶炼等 。

TCDD和其它二 英类物质具有广谱的生物效

应 , 包括引起所谓的 “衰竭综合征 ”, 具有肝毒性 、

免疫毒性 、 致癌性 , 可以引起生殖内分泌的改变等;

同时 , 会引起过氧化反应和活性氧化合物的增加。芳
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香烃受体介导理论被认为是二 英毒性作用的主要机

制 。芳香 烃受 体 (aromatichydrocarbon receptor,

AhR)是一种配体依赖性转录因子 , 二 英被认为是

一种芳香烃受体的激活剂 。当 TCDD进入细胞后 , 与

胞浆中的 AhR结合并使之激活 , 随后 TCDD-AhR配

体受体复合物由细胞浆转移至细胞核内 , 并与芳香烃

受体核转运蛋白 (ARNT)聚合形成新的复合物 TC-

DD-AhR-ARNT, 之后与 DNA上特异的基因序列结

合
[ 3]

, 从而引起下游一系列基因的转录
[ 4]
和蛋白表

达的改变
[ 5]

。

一些研究已经证明慢性低剂量暴露于 TCDD所产

生的效应与急性暴露是不同的 , 且低剂量暴露是接触

TCDD的主要方式。例如 , 低剂量慢性染毒大鼠比一

次性染毒 6倍剂量的大鼠更早的出现生殖衰老
[ 6]

;一

次性高剂量的 TCDD仅能够使 AhR通路快速饱和 ,

而低剂量慢性暴露可以持续地刺激 AhR基因池
[ 7]
等。

但是 , 低剂量 TCDD对于人类和动物的影响尚不明

确 , 需要进一步探讨 。

为研究低剂量暴露于 TCDD的慢性效应 , 本实验

对大鼠染毒 29周 , 采用双向凝胶电泳 -质谱-生物信

息学检索的分析方法对大鼠血清进行蛋白组学研究 ,

寻找差异蛋白点 , 并对其肝脏进行组织病理学检测 。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

ProteoExtractTM高丰度蛋白去除试剂盒 (德国

Merck公司), IPG预制胶条 、 考马斯亮蓝 R-250染

色试剂盒 (美国 Bio-Rad公司)。等电聚焦仪 (IPG-

phorIsoelectricFocusingSystem, 美国 Pharmacia公

司), 聚丙烯酰胺凝胶电泳仪 (ProteanⅡ Xicell, 美

国 Bio-Rad公 司 ), 凝 胶 成 像 系 统 (Powerlook

2100XL, 美国 UMAX公司 ), 飞行时间质 谱仪

(MALDI/TOF/TOF 4700 ProteomicsAnalyzer, 美国

ABI公司)。 TCDD粉末 (lotno.ER011005-01) (美

国 CIL)溶于分析纯丙酮试剂 , 配成丙酮溶液储存 ,

每次染毒时将此丙酮溶液用玉米油按一定的浓度梯度

加以稀释。

1.2　实验动物分组及处理

6周龄纯系雌性 Sprague-Dawley大鼠 32只 , 购自

中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心 , 许可

证号 SCXK-(军)2002-001。实验动物饲养于清洁级

动物房 , 温度 (21 ±1)℃, 相对湿度 (50 ±10)%,

12 h明暗循环 , 可自由摄取食物和水。将雌性大鼠

随机分为 125 ng/(kg· d)、 50 ng/(kg· d)和 20 ng/

(kg· d)3个染毒组和 1个对照组 。每周灌胃 1次 ,

染毒浓度分别为 875 ng/kg、 350 ng/kg、 140 ng/kg、

0 ng/kg。染毒前对大鼠进行称重 , 按体重给予相应

的 TCDD溶液 , 对照组仅给予玉米油。 29周后股动

脉放血处死 , 收集分离血清 , 保存于液氮中以备后续

分析。摘取动物肝脏 , 称重后置于 4%中性甲醛溶液

中固定 24 h, 常规方法制作石蜡切片 , 苏木素伊红

(HE)染色后观察肝脏组织形态学改变 。

1.3　血清蛋白组学

1.3.1　血清样品制备　使用 ProteoExtractTM高丰度

蛋白去除试剂盒去除血清中的白蛋白 /IgG, 实验操作

依据试剂盒说明书进行 , 去除高丰度蛋白后对样品进

行浓缩处理 , 并采用 Bradford法进行蛋白定量 。

1.3.2　第一向等电聚焦 (IEF)　IPG预制胶条

(18 cm pH 3 ～ 10), 泡胀 12 h(溶胀缓冲液:8

mol/L尿素 , 2 mol/L硫脲 , 0.5%CHAPS, 0.52%两

性电解质 , 0.02%溴酚蓝 , 1%DTT), 将胶条取出放

入聚焦槽内 , 加入矿物油至没过上样杯 , 上样量为 1

mg, 并用溶胀缓冲液稀释至 170 μl。程序设定为:

S1 (0 ～ 500 V、 0.5 kV-hr), S2 (500 V、 2.5 kV-

hr), S3 (500 ～ 3 500 V、 10 kV-hr), S4 (3 500 V、

42 kV-hr), 至总电压时间积为 55 kV· h。

1.3.3　第二向聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)

　先将胶条放入平衡缓冲液 I(50 mmol/LTris-HCl

pH6.8 , 6mol/L尿素 , 30%甘油 , 2%SDS, 2%DTT,

0.02%溴酚蓝)水平振荡 15 min, 再将胶条转入平衡

缓冲液 Ⅱ (50mmol/LTris-HClpH6.8, 6mol/L素尿 ,

30%甘油 , 2%SDS, 2.5%AA, 0.02%溴酚蓝)水平

振荡 15 min。第二次平衡结束后 , 将 IPG胶条放到已

配好的 SDS-PAGE凝胶上端 , 并将 marker放到凝胶

的一端 , 再用 0.5%的琼脂糖将胶条和 marker封严 ,

将胶板固定于电泳槽内。在电泳槽加入电泳缓冲液后

接通电源 , 待溴酚蓝指示剂达到底部边缘时即可停止

电泳。电泳结束后 , 取出凝胶 , 进行染色 。

1.3.4　考马斯亮蓝染色和脱色

1.3.5　MALDI-TOF串联质谱检测　应用 PDQuest软

件进行胶图比对 , 将表达量改变 2倍及 2倍以上的点

作为差异蛋白点 , 从胶内切去 , 去离子水洗涤 , 胰蛋

白酶消化 37 ℃过夜 。应用 MALDI-TOF-MS/MS法进

行质谱分析 , 质量范围 700 ～ 4 000 m/z, 最小信噪比

50 , 解离碰撞能量 1-keV, 捕获次数 1 500, 经 NCBI

数据库检索 , 最终确定蛋白质 。

1.4　统计学分析

应用 SPSS13.0软件 , 体重及脏器系数比较采用

方差分析 , 之后进行 Student-Newman-Keuls检验 , 检
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验水准为 0.05;肝脏损伤等级资料的比较采用 H检

验 , 两两比较调整检验水准为 0.05 /6 (4组共比较 6

次), 约为 0.008。

2　结果

2.1　肝脏重量和体重

TCDD染毒前 , 各组体重差别不具有统计学意

义 , 29周后 , 125 ng/ (kg· d)组与对照组相比体

重较低 , 差别具有统计学意义 , 同时 , 该组肝脏的绝

对重量与对照组相比增加 , 差别具有统计学意义;3

个染毒组肝脏的脏器系数与对照组相比增加 , 差别均

具有统计学意义 , 见表 1。

表 1　大鼠体重 、 肝脏重量 、 肝脏脏器系数

染毒剂量 6周龄体重 (g) 　 处理时体重 (g)　 肝脏重量 (g) 　 脏器系数 (%)

对照组　　 216.88±13.87 384.00±33.54 8.150 ±1.149 2.140±0.318

20 ng/(kg· d) 220.71±24.23 365.43±24.86 8.777 ±1.116 3.629±0.376＊

50 ng/(kg· d) 212.50±12.54 359.13±29.46 9.312 ±0.832 3.648±0.233＊

125 ng(kg· d) 212.50±10.34 337.44±29.33＊ 9.934 ±1.336＊ 3.454±0.439＊

　　与对照组相比 , ＊P<0.05

2.2　肝脏的组织病理学

对照组动物的肝脏未见损害。染毒组大鼠出现肝

细胞的脂肪变性 、空泡形成 、 肝细胞坏死等改变 , 并

且随染毒剂量的增加 , 肝损害严重程度增加 , 见图 1

(封三), 针对脂肪变性和肝细胞坏死 , 125 ng/

(kg· d)组 、 50 ng/(kg· d)组 与 对照 组 、 20 ng/

(kg· d)组相比较差别具有统计学意义 , 见表 2。
表 2　肝脏组织形态学

染毒剂量
平均秩次

脂肪变性 肝细胞坏死

对照组　　 6.50 9.50

20 ng/(kg· d) 8.27 11.54

50 ng/(kg· d) 15.31＊■ 20.39＊■

125 ng/(kg· d) 17.52＊■ 21.47＊■

　　与对照组相比 , ＊P<0.008;与 20 ng/(kg· d)组相比 , ■P<0.008

2.3　双向凝胶电泳

对照组获得 188个点 , 20 ng/(kg· d)组获得 141

个点 , 50 ng/(kg· d)组获得 134 个点 , 125 ng/

(kg· d)组获得 148个点 , 四组的双向凝胶电泳图见

图 2 (封三)。应用 PDQuest软件 , 进行各点的匹配 、

标准化和表达量比较 , 选择其中 6个点做进一步的分

析 , 选择依据为此 6个蛋白点在染毒组和对照组中具

有 2倍以上的改变。

2.4　MALDI-TOF/TOF和蛋白质的确定

6种蛋白质的等电点 、 分子量 、 编号 、 覆盖率等

参数见表 3。上调的蛋白包括补体 C4 (complement

component4, C4), 载脂蛋白 A-Ⅳ前体 (preaploi-

poproteinA-Ⅳ)和低分子量的激肽原前体 (LMW T-

kininogen1 precursor);触珠蛋白 (haptoglobin, Hp)

和补体 C3 (complementcomponent3, C3)两种蛋白

仅在染毒组大鼠的凝胶中有点被识别出 , 而对照组未

见该点;而 α-抑制因子 Ⅲ前体只在对照组的胶上被

识别出 。

表 3　差异蛋白点的质谱分析

NCBI蛋白编号 蛋白鉴定结果 实验等点电和分子量 (kDa) 理论等点电和分子量 (kDa) 序列覆盖率

上调

AAN72415 complementcomponentC4 6.99/192.04 6.99/192.16 8%

AAA40747 preapolipoproteinA-Ⅳ 5.12/44.43 5.12/44.45 29%

AAA41489 LMW T-kininogen1 precursor 6.29/47.67 6.29/47.70 16%

仅见于染毒组

AAH89816 haptoglobin 6.10/38.54 6.10/38.56 23%

AAA40837 complementcomponentC3 5.73/31.84 5.73/31.86 34%

仅见于对照组

AAA40628 alpha-1-inhibitorⅢ precursor 5.70/163.67 5.70/163.77 27%

3　讨论

蛋白组学的方法可以对蛋白表达谱进行 “全景

式 ” 描述 , 可以检测由于 TCDD等毒性物质的暴露而

引起的一系列蛋白表达的改变
[ 8, 9]

。 Son等学者认为

某些表达改变的蛋白可以作为二 英暴露的生物标志

物 , 并且有助于进一步研究二 英的毒性机制
[ 10, 11]

。

本研究应用蛋白组学方法分析 TCDD染毒雌性 SD大鼠

的血清蛋白改变 , 同时进行肝脏的组织病理学检测。

在人类和动物中都已经证明肝脏是 TCDD的主要

靶器官 , 慢性 TCDD染毒可以引发实验动物肝脏肿瘤
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的形成
[ 12]

, 并且雌性大鼠较雄性大鼠的肝脏更容易

受到 TCDD的损害
[ 13]

, 肝脏的湿重作为最终体重的

组成部分 , 被认为是肝毒性表现的主要指标之一
[ 14]

。

与既往在大鼠和小鼠中的研究相同
[ 15, 16]

, 本研究中

染毒组大鼠肝脏的绝对和相对重量增加 , 有学者推测

这种改变可能是由于 TCDD引起肝脏肿大
[ 17]
而造成

的 。同时 , 染毒组肝脏出现一系列损害 , 包括细胞质

空泡形成 、 脂肪变性 、肝细胞坏死等改变 , 并且这种

改变随着染毒剂量的增加而变得严重 。

本研究目的是探寻 TCDD引起的血清蛋白改变 ,

其中上调的蛋白包括补体 C4、 载脂蛋白 A-Ⅳ前体和

低分子量的激肽原前体 , 而触珠蛋白和补体 C3仅在

染毒组大鼠的凝胶上有点被识别出 , 而对照组未见;

α-抑制因子Ⅲ前体只在对照组的凝胶上被识别出。鉴

于 Hp和 C3都是较为常见的蛋白质 , 因此我们推测

并不是在对照组中该蛋白不存在 , 而是由于相对密度

较低 , PDQuest软件无法识别出 。

在我们的研究中 , 由于 TCDD的暴露 , 补体 C3

和 C4均随染毒剂量的增高而上调 。 C3和 C4是免疫

系统的重要组成部分 , 前期 TCDD对于补体系统的影

响结论不一 。 14 d龄的小鼠亚慢性暴露于 TCDD后引

起总溶血补体 (CH50)的减少和抗原 C3水平的降

低
[ 18]

。 C57BL/6小鼠经 TCDD染毒 , 其子代肾小球

可见升高的免疫球蛋白和 C3
[ 19]

。在汽车尾气检测工

人和垃圾焚烧工人血清蛋白组学研究中 , 可见 C4蛋

白的表达升高
[ 5]

。有学者推测这些结论的不统一在

于蛋白水平的改变往往与免疫活性的改变不同步
[ 20]

,

因此 , TCDD对于免疫成分的影响需要进一步研究 。

触珠蛋白 (Hp)是一种涉及炎症和感染的反应

蛋白 , 由肝脏合成。 Hp和游离的氧和血红蛋白结合 ,

形成具有过氧化酶活性的物质 , 具有抗氧化的特

性
[ 21]

, 有证据表明由于氧化应激和一些氮氧化物的

作用会使该蛋白在动脉中表达上调
[ 22]

。外源性化合

物 , 如 TCDD、 2，3，4，7，8-五氯二苯并呋喃 (PeCDF)

和多氯联苯 (PCB)慢性染毒会引发大鼠的氧化应激

反应 , 其中 TCDD具有最高的效力
[ 23]

。本研究中 Hp

随染毒剂量的增加而上调 , 与 TCDD的氧化应激作用

相符合 , 也就是说 , 虽然染毒组大鼠肝脏损伤 , 该蛋

白的合成可能会受到一定程度的影响 , 但是 , 推测肝

损伤未达到使 Hp下降的严重程度
[ 24]

, TCDD氧化应

激效应更为明显 , 该蛋白在血清中增高而发挥其保护

作用。

TCDD染毒组中出现低分子量激肽原前体上调的

结果 , 类似结果在 TCDD的研究中尚未见到 , 但在 3-

甲基胆蒽 (3-MC)的毒性研究中曾报道过该蛋白的

改变 , 3-MC和 TCDD具有相似的毒性机制 , 都依赖

AhR的介导发挥毒性作用。对于小鼠进行 3-MC急性

染毒 , 在染毒后出现该低分子量激肽原前体的迅速缺

失
[ 25]

。而本研究中该蛋白前体表达增高 , 推测是由

于低剂量慢性暴露 , 与前述 3-MC的染毒方式有所不

同 , 该蛋白可能抑制后恢复并发挥代偿作用。

综上 , 慢性低剂量的 TCDD染毒使得血清的蛋白

谱发生改变 , 通过分析与 TCDD毒性相关的几种蛋白

质 , 为 TCDD的免疫毒性 、 肝毒性 、 氧化应激等效应

提供了佐证和进一步研究的基础。
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501例矽肺死因与病期分析

赵军

(宣化钢铁公司职工医院 , 河北 张家口　075100)

　　为了解矽肺病人的死亡规律 , 加强现患者的管理 , 我们

对本区 1998 ～ 2008年间的 501例 “矽肺病例死亡卡” , 均按

全国矽肺流调的统一要求填写 , 并分别对总的和各期矽肺死

亡病例的平均年龄 、 平均工龄 、 生存期进行分析。

本次调查发现 , 矽肺死亡最小年龄 30岁, 最大 92岁;接尘

工龄最短 2.33年 , 最长 51.83年。各期矽肺死亡年龄Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ期

间差异无统计学意义 (P>0.05)。接尘工龄 , 仅Ⅱ期与Ⅲ期差异

有统计学意义 (P<0.01)。说明矽肺的发病与接触生产粉尘的时

间有关。矽肺病人的平均年龄低于一般人群平均寿命 (71岁),

可见肺组织纤维化是引起病人过早死亡的原因之一。

本组病例的工种分布为硫铁矿采矿工 127 例 (占

25.35%), 石工 58例 (占 11.58%), 煤矿采煤工 107例 (占

20.76%), 主掘进工 77例 (占 15.37%), 纯掘进工 39例

(占 7.78%), 其他 45例 (占 9.98%)。硫铁矿采矿工发生率

最高 , 其次是煤矿采煤工 , 符合本区基本情况。本组病例从

·短篇报道·
确诊之日 (X线胸片投照日期)起至死亡前的病程 (生存

期), 最短 0.5年 , 最长 26年 , 平均 6.56年。小于 5年者占

36.3%, 大于 20年者约占 2%。说明矽肺患者的病程短 、 死

亡快 、 病死率高 , 人均寿命相对缩短。

本次调查还发现 , 随着病情的进展 , 其直接致死率逐渐

上升 , 经显著性检验 , Ⅰ 、 Ⅱ 、 Ⅲ期之间差异有统计学意义

(P<0.01);间接致死率随着病期的进展呈下降趋势 , 各期之

间差异也有统计学意义 (P<0.01)。 表明随着病期的增加 ,

合并症与并发症的增多 , 肺纤维化程度的加重 , 使肺通气量

减少 , 呼吸受阻 , 从而直接促进了矽肺病人的死亡。详见

表 1。

表 1　矽肺期别与死亡的关系

期别 死亡例数
直接死亡

　例数 　%

间接死亡

　例数 　%

Ⅰ期 124 54 43.54 70 56.45

Ⅱ期 240 171 71.25 69 29.73

Ⅲ期 137 126 91.97 11 8.03

合计 501 351 70.06 150 29.94

　　通过对 501例矽肺病例的死亡与矽肺期别 、 工龄 、 工种 、

死亡年龄 、 生存期之间的关系分析 , 对矽肺期别 、 接尘工龄 、

工种对矽肺患者平均寿命的影响有了进一步了解。提示对矽

肺患者采取定期监督管理 , 长期健康监护等措施 , 是防止病

情恶化 , 延缓矽肺患者病程 , 延长寿命的关键。
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