
铜元素含量差异均无统计学意义 ( χ2 = 5. 832，P = 0. 120) 。
表 2 DEHP对子代大鼠睾丸组织铜锌微量
元素含量的影响 ( x ± s) μg /g

组别 Zn Cu

对照组 29. 12 ± 8. 08 0. 553 ± 0. 063

染毒 10 mg /kg剂量组 28. 28 ± 6. 04 0. 615 ± 0. 074

染毒 100 mg /kg剂量组 26. 47 ± 3. 79 0. 608 ± 0. 066

染毒 500 mg /kg剂量组 21. 65 ± 1. 65* 0. 554 ± 0. 042

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05。

3 讨论
大量的研究已经证实，DEHP 是一种过氧化物酶体增殖

剂，可能是通过激活生物体内的过氧化物酶体增殖物激活受

体 ( PAPR) ，引起编码过氧化物酶体内各种酶的基因选择性
转录，使活性氧 ROS为主的各种自由基增加，产生氧化应激
状态［3］。超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶、过氧化氢
酶一起共同清除体活性氧，减轻和阻止活性氧的过氧化作用，

SOD构成机体对 ROS侵袭的第一道防线，它将超氧阴离子转
为过氧化氢和其他氢过氧化物。随着 DEHP 浓度升高，经代
谢后能产生大量的自由基引起脂质过氧化作用［4，5］。诱导产生
的自由基，超过机体代偿清除能力，未被及时清除，对细胞

产生毒性损伤，引起包括抗氧化酶在内的细胞活性降低。本
研究发现睾丸 MDA 水平随 DEHP 染毒剂量增加而升高，而
500 mg /kg剂量组 MDA 水平升高、SOD 活力下降，说明 DE-
HP或其代谢产物可以启动氧化应激机制，使睾丸组织发生脂
质过氧化，可能导致睾丸损伤。
锌是机体必需微量元素之一，与生殖系统发育和功能密

切相关。缺锌大鼠睾丸及附睾发育不良，附睾上皮细胞内有
空泡形成，部分细胞核被推向腔面，细胞间隙增宽，静纤毛

融合，管腔内精子数量稀少，可见少量脱落的细胞核，间质

呈纤维化［6］。有研究表明在器官形成的关键时期，DEHP 通

过影响与锌代谢有关的基因表达导致畸形。与锌代谢有关的
基因有金属硫蛋白-1 ( metallothionein，MT-1) 、金属硫蛋白-2
( metallothionein，MT-2 ) 、锌运转体蛋白 ( zinc transporter，
ZnT-1) 等，研究结果显示在妊娠早期 DEHP的暴露，母体肝
脏中 MT-1、MT-2 和 ZnT-1 表达上升，胎鼠脑组织中 MT-1、
MT-2 和 ZnT-1 表达下降，内脏卵黄囊中表达情况未发生明显
改变，可以作为辅酶、辅助因子，参与一系列生命活动，因
此锌代谢紊乱可能与 DEHP 的胚胎毒性有关［7］。本实验表明
DEHP可引起子代大鼠睾丸锌含量显著降低，由此推测 DEHP
引起机体内锌代谢障碍是造成睾丸萎缩的可能原因之一。另
外，作为 Cu-Zn SOD酶的必需微量元素之一，锌含量降低与
总 SOD活性下降结果相对应，故也可推测微量元素含量降
低、抗氧化酶活性下降、脂质过氧化水平升高及 DEHP 所致
睾丸发育毒性间存在某些必然联系，使我们有兴趣在前期工

作基础上值得进行深入研究。
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大鼠吸入氯气后肺表面活性物质相关蛋白 － A表达变化
Changes on pulmonary surfactant associated protein A expression in chlorine-inhaled rats
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摘要: 取 40 只雄性 SD 大鼠随机分为 1 个对照组和 4 个
不同浓度的氯气染毒组，染毒 10 min，6 h后行血气分析，取
肺组织测湿干重比 ( W/D) 和病理切片观察，ELISA 法测支
气管肺泡灌洗液 ( BALF) 和血清 SP-A 蛋白表达水平，RT-
PCR法测肺组织 SP-A mRNA相对表达。与对照组相比，各染

毒组大鼠 BALF中 SP-A蛋白和肺组织 SP-A mRNA水平均有降
低，血清 SP-A 蛋白水平升高，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。结果提示 SP-A表达改变可能是大鼠吸入氯气后急性
肺损伤 ( ALI) 重要的发病机制之一。
关键词: 氯气; 肺表面活性物质相关蛋白-A; 急性肺

损伤
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氯气 ( Cl2 ) 是化学工业中常见的具有强烈刺激性气味的
有害气体，由于管理不善或操作不当所导致的群体性急性中

毒事件时有报道［1］。氯气中毒最常见和最重要的病理改变是
ALI和肺水肿［2］。本研究拟通过观察大鼠吸入氯气致 ALI 时
SP-A蛋白及基因表达的变化，探讨其发病的可能分子机制，
为临床治疗提供科学依据。
1 材料与方法
1. 1 主要试剂
氯气 ( 由南通江山农化股份有限公司的纯度 99. 8%液氯

减压气化而成) 、SP-A ELISA 试剂盒 ( Bio-swamp 公司) 、RT-
PCR引物及试剂盒 ( 上海英骏公司) 等。
1. 2 实验动物
健康成年雄性 SD 大鼠 40 只，体重 ( 200 ± 20 ) g，南通

大学实验动物中心提供。将实验动物随机分为 1 个对照组和 4
个氯气染毒组。
1. 3 染毒
采用动式染毒方法，大鼠分别吸入 ( 10. 28 ± 1. 73 ) 、

( 42. 00 ± 3. 18) 、 ( 102. 00 ± 6. 96 ) 、 ( 160. 14 ± 6. 87 ) mg /m3

不同浓度的氯气 10 min。对照组大鼠除吸入空气中不含氯气
外，其它操作与染毒组相同。所有大鼠均在染毒后 6 h处死。
1. 4 标本采集及指标测定
( 1) 取腹主动脉血测动脉血氧分压 ( PaO2 ) 。 ( 2 ) 取右

中肺组织，准确称重后放入 80 ℃烘箱，72 h 后再称重，计算
W/D值。 ( 3) 取右上肺组织，10%中性甲醛固定 24 h 以上，
HE染色后光学显微镜观察。 ( 4) BALF、血清 SP-A 蛋白表达
测定严格按照 Bio-swamp SP-A ELISA 试剂盒操作步骤进行。
( 5) 取右下肺组织，RT-PCR法测定 SP-A mRNA相对表达量。
SP-A引物序列，上游: 5’-TCTTTGGCCTTCACCCTCTT-3’，下
游: 5’-TGGGTACCAGTTGGTGTAGT-3’，产物 627 bp; β-actin
引物序列: 上游: 5’-TCTGGAGGCTGTGGTGGCT-3’，下游:
5’-AAGTGAGTTCTCGAGCAGGGA-3’，产物 344 bp。逆转录条
件: 65 ℃ 5 min，37 ℃ 2 min，37 ℃ 50 min 及 70 ℃ 15 min。
PCR条件: 94 ℃ 4 min，94 ℃ 30 s，52 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，
总循环 30 次，最后延伸 72 ℃ 10 min。于凝胶成像分析系统紫
外灯下观察凝胶电泳结果，用 Quantity One图像采集系统对凝
胶进行图像采集和扫描。
1. 5 统计学处理

实验结果以 x ± s形式表示，应用 SPSS17. 0 软件进行单因
素方差分析。
2 结果
2. 1 PaO2 和 W/D变化
与对照组相比，各染毒组大鼠 PaO2 都有所降低，W/D值

升高，P ＜ 0. 05。结果见表 1。
表 1 不同浓度氯气染毒后大鼠PaO2 和W/D的变化 ( x ±s，n =8)

组别 染毒剂量
( mg /m3 )

PaO2
( mm Hg) W/D

对照组 0 141. 60 ± 4. 88 4. 97 ± 0. 08
染毒组 10. 28 ± 1. 73 111. 25 ± 8. 66* 5. 59 ± 0. 09*

42. 00 ± 3. 18 99. 88 ± 6. 13* 6. 48 ± 0. 36*

102. 00 ± 6. 96 88. 40 ± 4. 93* 7. 48 ± 0. 11*

160. 14 ± 6. 87 70. 63 ± 7. 29* 8. 31 ± 0. 27*

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05。

2. 2 病理改变
对照组大鼠肺组织结构完整，间质血管无充血，肺泡腔

内未见炎性细胞浸润; 染毒组大鼠肺间质有不同程度的炎性

细胞浸润、充血、水肿以及肺泡结构破坏，甚至出血，终末
细支气管结构破坏。
2. 3 BALF、血清 SP-A蛋白表达变化
与对照组相比，染毒组大鼠 BALF中 SP-A蛋白有所降低，

血清 SP-A蛋白则升高，差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ，结
果见表 2。
表 2 不同浓度氯气染毒后大鼠 BALF和血清

SP-A蛋白变化 ( x ± s，n = 5) ng /ml

组别
染毒剂量

( mg /m3 )

SP-A蛋白

BALF 血清

对照组 0 9. 76 ± 2. 00 3. 50 ± 0. 50
染毒组 10. 28 ± 1. 73 7. 52 ± 2. 14* 4. 44 ± 0. 40*

42. 00 ± 3. 18 6. 66 ± 1. 66＊＊ 4. 63 ± 0. 95*

102. 00 ± 6. 96 6. 21 ± 1. 26＊＊ 4. 74 ± 0. 67＊＊

160. 14 ± 6. 87 5. 27 ± 0. 69＊＊ 6. 74 ± 0. 54＊＊

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01。

2. 4 肺组织 SP-A mRNA表达变化
与对照组相比，各染毒组大鼠肺组织 SP-A mRNA 表达均

降低，且随染毒浓度增加下降更明显，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ，结果见图 1。

图 1 不同浓度氯气染毒后肺组织 SP-A mRNA表达变化
3 讨论

SP-A ( pulmonary surfactant associated protein A，SP-A) 是
肺泡表面活性物质 ( pulmonary surfactant，PS) 的重要组成部
分，由肺泡Ⅱ型上皮细胞 ( alveolar type Ⅱ cell，AT Ⅱ) 合成
分泌，主要生理功能是调节磷脂的分泌和摄取，并具有免疫

防御功能［3］。有研究发现，动物 ALI 后，BALF 和 /或肺组织
SP-A表达水平均明显降低［4 ～ 6］，血清 SP-A 表达水平明显升

高［7，8］。因此，SP-A是反映 AT Ⅱ功能受损及判断预后的特异
性指标之一［9］。
本研究发现，大鼠吸入氯气后，PaO2 降低，W/D 升高，

病理检查显示不同程度的炎症细胞浸润、充血、水肿，且随
着染毒浓度升高，病变加剧; 与对照组相比，染毒大鼠 BALF
中 SP-A蛋白和肺组织 SP-A mRAN表达水平均降低，血清 SP-
A蛋白水平升高 ( P ＜ 0. 05 ) ，提示 SP-A 参与了氯气中毒性
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ALI的发病过程。推测氯气可直接导致 AT Ⅱ受损，SP-A合成
和分泌减少; 或是氯气引起化学性炎症，使 TNF-α、IL-1、IL-
6 等增多，进一步抑制 SP-A表达［10］，由于氯气吸入可使肺泡
-毛细血管膜通透性增加，使 SP-A 通过损伤的肺泡-毛细血管
膜进入血液引起血清中 SP-A水平升高。
本研究并未观察到明确的氯气染毒浓度与 BALF及肺组织

SP-A蛋白水平的剂量依赖性变化，可能低浓度 ( 10 mg /m3 左

右) 强烈的腐蚀作用迅速侵袭肺内 AT Ⅱ，导致广泛而持续的
化学性炎症，即使进一步提高氯气染毒浓度，并不能观察到

SP-A的相应改变; 氯气染毒停止 6 h 后也未见恢复，其确切
机制尚有待进一步研究。
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砷对脑星形胶质细胞的毒性作用
Toxic effects of arsenite on brain astrocytes
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摘要: 探讨砷对脑星形胶质细胞的毒性作用。以原代培
养脑星形胶质细胞 ( astrocyte，AST) 为实验对象，在含砷浓
度分别为 0、5、10、20、30 μmol /L的培养液中培养 24 h，采
用 MTT法检测细胞活力，流式细胞仪测定细胞线粒体膜电位
的水平，荧光双波长分光光度计法检测细胞内游离钙离子浓
度 ( ［Ca2 +］i ) 。与对照组相比，AST活力及线粒体膜电位水

平随砷暴露浓度的增加而明显下降; ［Ca2 +］i 随砷暴露浓度
的增加而显著升高。砷对 AST 具有明显的毒性作用，在 5 ～
30 μmol /L的浓度范围内其毒性作用随砷暴露浓度的增加而增
强，可引起 AST内钙超载，并破坏线粒体功能。
关键词: 砷; 星形胶质细胞; 线粒体膜电位; 钙离子
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研究显示长期砷暴露可引起实验对象的行为异常和智力

障碍［1，2］，但其毒性作用机制目前尚未完全阐明。星形胶质细
胞 ( astrocyte，AST) 是脑组织中数量最多的细胞群体，其功
能除支持、保护和营养神经元外，还参与突触间隙神经递质
的清除与代谢、促进突触形成与维护突触的正常功能［3，4］;
AST还是血脑屏障的结构基础，在血管和神经元之间形成屏
障，将神经元与外界环境隔离。因此，血液中的砷透过毛细
血管后首先进入 AST，成为砷在脑组织中初始损伤的靶细胞。

本研究以体外原代培养的 Wistar 大鼠的脑 AST 为研究对象，

探讨砷对 AST的毒性作用，为阐明砷对中枢神经系统损伤的
机制提供理论依据。
1 材料与方法
1. 1 主要动物和试剂

Wistar大鼠仔鼠由中国医科大学实验动物中心提供。亚
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