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二甲基砷暴露对大鼠膀胱上皮细胞增殖因子表达的影响
Effect of dimethyl arsenic exposure on cell proliferative factor expression in bladder epithelium of rats
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摘要: 为观察二甲基砷 (DMAV ) 染毒后的大鼠膀胱上

皮细胞增殖相关因子表达情况，将 48 只初断乳健康 Wistar 大

鼠随机 分 成 对 照 组 和 低 (100 ppm)、高 (200 ppm) 剂 量

DMAV
染毒组，雌雄各半。染毒组饮用含 DMAV

的水，对照

组饮用蒸馏水，染毒 10 周后，通过免疫组化法观察大鼠膀胱

上皮细胞 PCNA、cyclinD1、COX-2 表达情况。结果显示各染

毒组 PCNA、cyclinD1 蛋白表达均显著升高 (P ＜ 0. 01)，200
ppm DMAV

染毒组 COX-2 蛋白表达显著升高 (P ＜ 0. 05)。提

示 DMAV
对大鼠膀胱上皮细胞具有促增殖作用。
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砷已被国际癌症组织确定为人类致癌物。有研究报道，

职业和环境砷暴露可引起人体皮肤、肺、膀胱、肝、肾等多

器官肿瘤
［1 ～ 3］。目前认为膀胱上皮细胞增殖是 DMAV

致膀胱

癌发生的机制之一。增殖细胞核抗原 (PCNA) 是一种核内蛋

白质，与细胞增殖和 DNA 合成有关。细胞周期素 D1 ( cy-
clinD1) 是 G1 期细胞增殖信号的关键蛋白，两者都是从增殖

角度研究肿瘤发生机制的重要指标。环氧化酶-2 (COX-2) 是

人体利用花生四烯酸合成前列腺素的限速酶，在细胞受到炎

症因子、细胞因子、内毒素、白介素、肿瘤诱导剂及癌基因

等的各种刺激下迅速合成，高表达于各种组织中，参与炎症

过程和肿瘤的生长
［4］。研究发现染毒 10 周可使大鼠膀胱发生

可逆的轻微损伤
［5］。因此本研究拟通过亚慢性毒性实验，观

察 DMAV
染毒 10 周能否引起大鼠膀胱上皮细胞增殖相关因子

PCNA、cyclinD1、COX-2 的改变，了解 DMAV
对大鼠膀胱上

皮的促增殖作用，为砷致膀胱癌的研究提供基础数据。
1 材料与方法

1. 1 试剂与仪器

五价二甲基砷 (上海生工生物工程股份有限公司，纯度

99% )，cyclinD1 蛋白抗体 ( cell signaling technology)、PCNA
蛋白抗体、COX-2 蛋白抗体、即用型免疫组化染色试剂盒、
DAB 显色试剂盒 ( 武汉博士德生物工程有限公司)，光学显

微镜 (OLYMPUS)。

1. 2 实验动物分组及染毒

选用中国医科大学实验动物中心提供初断乳健康Wistar大
鼠 (合格证号: SCXK ＜ 辽 ＞ 2008-0005)，48 只，雌雄各半，

雌鼠体重 (60 ± 5) g，雄鼠体重 (50 ± 5) g，实验前适应性

喂养 1 周。随机分成对照组和低 (100 ppm)、高 (200 ppm)

浓度 DMAV
染毒组，每组 16 只，雌雄各半，分笼喂养。用蒸

馏水分别配制含 DMAV100 ppm 和 200 ppm 的水溶液，各实验

组大鼠自由饮用。对照组大鼠饮蒸馏水。DMAV
水溶液每 24

h 新鲜配制。染毒 10 周。
1. 3 实验方法

1. 3. 1 取材 染毒完成后水合氯醛麻醉取大鼠膀胱，纵切成

两半经 4%多聚甲醛固定，用于免疫组化。
1. 3. 2 免 疫 组 化 法 观 察 大 鼠 尿 膀 胱 上 皮 细 胞 PCNA、cy-
clinD1、COX-2 表达情况 常规方法制石蜡切片，按免疫组化

试剂盒说明书进行表达水平检测。具体方法: 常规脱蜡至水

化; 体积分数为 3%的 H2O2 室温孵育 10 min 以清除内源性过

氧化物酶，蒸馏水漂洗 5 min，3 次; 微波法作抗原修复; 5%
BSA 封闭，室温 20 min; 甩去多余液体; 滴加 100 μl 的1∶ 100

稀释的一抗，37℃，30 min; PBS 漂洗 5 min，3 次; 滴加生物

素化的 二 抗，37℃，30 min; PBS 漂 洗 5 min，3 次; 滴 加

SABC，37℃，30 min; PBS 漂洗 5 min，3 次; DAB 显色，棕

黄色为阳性表达; 充分水洗; 苏木素轻度复染，盐酸乙醇分

化数秒后脱水; 透明中性树胶封片。用自动曝光显微照相系

统 照 相， 每 张 切 片 随 机 取 10 个 视 野， 用 Metamorph
PDP10PBX51彩色病理图文分析系统对免疫组化的切片进行图

像分析。PCNA、cyclinD1 在细胞核内表达，通过计数细胞计

算阳性表达率比较。COX-2 在胞质内表达通过测定平均吸光

度 OD 比较。
1. 4 数据处理

采用 SPSS13. 0 统计软件进行分析。数据以x ± s 表示，组

间比较采用单因素方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 不同 DMAV
染毒组大鼠一般状况

刚断乳大鼠染毒的 10 周内，正处于生长发育阶段，3 组

大鼠的体重和饮水量均随时间而呈上升趋势，但各组之间比

较差异均无统计学意义，活动及一般状况均正常。
2. 2 DMAV

对大鼠尿膀胱上皮细胞 PCNA、cyclinD1、COX-2

表达的影响

由图 1 ～ 3 可见，对照组膀胱上皮细胞不表达 PCNA 和 cy-
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clinD1，染毒组细胞核可见明显的阳性表达。对照组膀胱上皮

细胞不表达 COX-2，200 ppm 染毒组中可见细胞质中表达明显

增强。由表 1 可见，染毒后 PCNA 的表达显著高于对照组 (P
＜ 0. 01)，100 ppm 染毒组达到最高。cyclinD1 的表达呈上升

趋势，各染毒组 cyclinD1 的表达显著高于对照组 (P ＜ 0. 01)，

200 ppm 染毒组达到最高。COX-2 在 200 ppm 组显著升高，与

对照组相比差异有统计学意义 (P ＜ 0. 05)。

对照组 100 ppm 染毒组 200 ppm 染毒组

图 1 各组大鼠膀胱上皮细胞 PCNA 表达结果 (免疫组化法，标尺 = 20 μm)

对照组 100 ppm 染毒组 200 ppm 染毒组

图 2 各组大鼠膀胱上皮细胞 cyclinD1 表达结果 (免疫组化法，标尺 = 20 μm)

对照组 100 ppm 染毒组 200 ppm 染毒组

图 3 各组大鼠膀胱上皮细胞 COX-2 表达结果 (免疫组化法，标尺 = 20 μm)

表 1 DMAV
对 大 鼠 尿 膀 胱 上 皮 细 胞 PCNA、cyclinD1、

COX-2 表达的影响 (x ± s)

组别 PCNA(% ) cyclinD1(% ) COX-2(OD)

对照组 0 0 0. 206 ± 0. 009

100 ppm 染毒组 3. 901 ± 1. 076＊＊ 12. 073 ± 6. 886＊＊ 0. 202 ± 0. 008

200 ppm 染毒组 2. 271 ± 0. 833＊＊ 18. 468 ± 6. 038＊＊ 0. 213 ± 0. 009*

注:%，视野内阳性表达的膀胱上皮细胞个数占总膀胱上皮细胞个数

的百分比。OD，膀胱上皮细胞阳性反应平均吸光度。与对照组比较，

* P ＜ 0. 05; ＊＊P ＜ 0. 01。

3 讨论

膀胱上皮细胞增殖被认为是 DMAV
致膀胱癌发生的机制

之一。PCNA 是与细胞增殖、DNA 复制密切相关的因子
［6］，

PCNA 的含量在细胞周期 G1 期开始增加，S 期早期达到高峰，

是评 价 细 胞 增 殖 状 态 的 一 个 指 标
［7］。细 胞 周 期 素 D1

(cyclinD1) 是 G1 期细胞增殖信号的关键蛋白，两者都是从增

殖角度研究肿瘤发生机制的重要指标。本实验低、高剂量染

毒组大鼠膀胱上皮细胞 PCNA 和 cyclinD1 表达量均升高。这与

Arnold［5］
等发现的 100 ppm DMAV

染毒 10 周引起大鼠膀胱上皮

细胞 BrdU 指数升高相一致。即 100 ppm 和 200 ppm DMAV
对

大鼠染毒 10 周，大鼠膀胱上皮细胞已有促增殖作用。
COX-2 蛋白表达过多可通过多种作用机制促进肿瘤的形

成。COX-2 可能通过促进细胞增殖、抑制细胞凋亡、促进血

管形成、增加肿瘤细胞侵袭、转移的潜能、调节免疫功能参

与致癌物的代谢等机制，参与肿瘤的发生和发展。大量证据

表明 COX-2 在人膀胱癌组织中高表达
［8］，COX-2 的表达程度

与肿瘤级别和浸润深度有关
［9］。有文献报道，COX-2 不仅可

在人和大鼠膀胱癌中高表达，在瘤前病变和肿瘤周围形态正

常但有轻微增生表现的组织中表达也有所升高。其表达水平

的增加可能是肿瘤发生的一个早期事件。本实验中 200 ppm 染

毒组大鼠膀胱上皮细胞中 COX-2 与对照组相比有轻微升高，

也进一步说明了 DMAV
染毒大鼠 10 周已起到了促进大鼠膀胱

上皮细胞增殖，促进膀胱癌发生的作用。本研究提示大鼠亚

慢性暴露 DMAV
能够对膀胱上皮细胞产生促增殖作用。
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Prxs 蛋白在矽尘致肺纤维化中的作用
Ｒole of protein Prxs in pulmonary fibrosis caused by silica dust

张志敏，张艳淑，关维俊，孟春燕，姚林

(河北联合大学公共卫生学院，河北 唐山 063000)

摘要: 采用 Western blot 方法检测不同剂量矽尘染毒 28 d
大鼠肺组织中 Prxs Ⅰ和 Prxs Ⅵ蛋白的表达水平，同时用试剂

盒检测肺组织中抗氧化酶活性并进行肺组织病理观察。结果

显示随着矽尘染毒剂量增加，H2O2 及羟脯氨酸 (HYP) 的含

量逐渐 增 加，CAT 及 GSH-Px 的 活 性 逐 渐 降 低。Prxs Ⅰ和

Prxs Ⅵ蛋白含量随着染尘剂量的增加有不同程度的降低。结

果表明 Prxs 蛋白可能参与矽尘暴露导致的肺纤维化。
关键词: 矽肺; 硫氧还原蛋白过氧化物酶 (Prxs); 肺纤

维化; 氧化损伤
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氧化抗氧化平衡失调是目前矽尘致肺组织纤维化的机制

之一
［1］。游离 SiO2 粉尘可损伤肺泡巨噬细胞，产生大量的活

性氧 (ＲOS)，主要包括 O －·
2 、H2O2、OH －·; 体内的抗氧化酶

主要有过氧化氢酶 (CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶 (GPx)、
硫氧还原蛋白过氧化物酶 (peroxiredoxins，Prxs) 等。Prxs 蛋

白
［2，3］

是新近发现的一类过氧化物酶，属于抗氧化蛋白超家

族，Prxs 蛋白不仅参与自由基的清除，还参与细胞的增殖分

化及细胞信号转导
［4］、保护自由基敏感蛋白、增强 NK 细胞

的活性
［5，6］。哺乳动物中 Prxs 家族包括 6 个成员，Prxs Ⅰ蛋白

在多种组织中表达，在氧化应激及某些恶性肿瘤细胞中表达

显著增高
［7］; PrxsⅥ在肺脏中表达最高，其基因高表达可减

少转基因小鼠腹膜巨噬细胞中的 H2O2 的生成
［8］。本课题拟探

讨 PrxsⅠ和 PrxsⅥ在矽肺发病中的作用，进一步弄清矽尘致

肺纤维化的分子机制。
1 材料与方法

1. 1 实验动物及分组

健康雄性 SPF 级 SD 大鼠 32 只，体重 180 ～ 220 g，北京

维通利华实验动物有限公司提供 ［合格证号: SCXK ( 京)

2006-0009］，根 据 体 重 随 机 分 成 4 组，即 对 照 组、染 尘 组

(12. 5 mg /ml 低剂量组、25 mg /ml 中剂量组、50 mg /ml 高剂

量组)，每组 8 只。采用非暴露式气管内注入法染尘，对照组

大鼠经气管注入无菌生理盐水 1 ml，染尘组大鼠分别经气管

注入 12. 5 mg /ml、25 mg /ml 和 50 mg /ml 二氧化硅混悬液 1
ml，28 d 后处死大鼠取材。
1. 2 主要实验试剂

二氧化硅粉尘购自 Sigma，CAT、H2O2、GSH-Px ( 谷胱

甘肽过氧化物酶) 和 HYP (羟脯氨酸) 试剂盒均购自南京建

成生物技术有限公司，PrxsⅠ和 PrxsⅥ的一抗购自 Santa cruz
Blotechnology，PrxsⅠ和 PrxsⅥ的二抗以及 β-actin 抗体均购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。
1. 3 肺组织中 PrxsⅠ和 PrxsⅥ检测

采用质量分数为 12%的十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

(SDS-PAGE)进行电泳，Western blot 定量检测 PrxsⅠ和 PrxsⅥ
蛋白的表达水平。PrxsⅠ和 PrxsⅥ的一抗稀释浓度均为1∶ 500，

二抗稀释浓度为1∶ 1000，采用 Fluor Chem HD2 凝胶成像系统

采集图像并获得各蛋白条带灰度值。以 PrxsⅠ和 PrxsⅥ的灰

度值与各自的内参蛋白 (β-actin) 的灰度值之比，计算其相

对表达水平。
1. 4 肺组织中抗氧化酶活性和 HYP、H2O2 含量检测

用试剂盒检测肺组织中 CAT、GSH-Px 的活性以及 HYP、

·263· 中国工业医学杂志 2014 年 10 月第 27 卷第 5 期 Chinese J Ind Med Oct 2014，Vol． 27 No． 5


