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!!摘要! 研究活化\细胞核因子 #JOB\$ 在环境内分泌干
扰物双酚 B #RIB$ 调控小鼠单核巨噬细胞白血病细胞
#ABh")'=($ 分泌白细胞介素/$# #Y*/$#$ 蛋白中的作用%
为进一步研究RIB的免疫毒作用机制提供理论依据' 将不同
剂量的 RIB # #=$( $( $#( $## 及 $### !0S3D*$ 作用于
ABh")'=(细胞 "' 5( '@ 5% 用 aai@ 试剂盒检测细胞活性'
以 $ !FD03脂多糖 #*I_$ 为激活剂% 以 $( $#( %#( $##

!0S3D*RIB作用细胞 "' 5% .*Y_B试剂盒检测细胞上清液中
Y*/$#蛋白含量' $#( $## !0S3D*RIB作用细胞 ' 5( $" 5%
用实时定量 IaA方法测定 Y*/$#( JOB\;( JOB\K 基因表达'
与对照组比较% $### !0S3D*RIB无论作用 "' 5 还是 '@ 5 均
能明显抑制细胞活性 #7g#=#$$" *I_ 显著促进巨噬细胞分
泌Y*/$#蛋白% %# 和 $## !0S3D*RIB作用细胞 "' 5% 与 *I_
组比较% 显著抑制Y*/$#蛋白的分泌 #7g#=#$$" $# !0S3D*(
$## !0S3D*RIB染毒 ' 5能明显促进JOB\K 0AJB表达 #7g
#=#$$" 染毒 $" 5时% Y*/$# 0AJB水平降低% 差异有统计学
意义 #7g#=#%$' 提示本实验条件下% JOB\K 在 RIB调控巨
噬细胞分泌Y*/$#蛋白中具有一定的作用'

关键词! 双酚B" 活化 \细胞核因子" 巨噬细胞" 白细
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!!双酚B #72:K5P>S3B% RIB$ 属于芳香族化合物% 广泛应
用于婴儿瓶( 食品包装材料( 牙料填充剂等塑料行业)$* ' 已
有研究表明% RIB除具有生殖内分泌毒性( 神经发育及行为
等毒性外% 还具有免疫毒性' 活化 \细胞核因子 # >6;3P1W
U1;TSWSU1;T2X1TP< \;P33:% JOB\$ 是具有广泛生理功能的转录
因子% 在免疫反应中对诱导基因转录起重要作用)"* ' 白细胞
介素/$# #Y*/$#$ 是一种多功能负性调节因子% 在巨噬细胞免
疫防御中起到抗炎作用' Y*/$#在具有临床症状的炎症免疫反
应中起关键性作用% 检查Y*/$#水平可以间接反映组织局部的
炎症反应程度),* ' 本研究旨在探讨 JOB\在环境内分泌干扰

物双酚B调控小鼠单核巨噬细胞白血病细胞 #ABh")'=($
分泌Y*/$#蛋白中的作用% 为 RIB的免疫毒性机制研究提供
依据'
!"材料与方法
!#!!主要仪器与试剂

_PW2P:$ ,$$# a[" 培养箱 #美国\5PW0S公司$% ,i/,#高
速低温离心机 #德国 _2F01公司$% 酶标仪 #美国 ZS3P;631W
ePX2;P公司$% JBJ[eA[I"###a微升核算分析仪 #\5PW0S
_;2P>T2U2;$% Z1:TPW;G;3PWKWS梯度 IaA仪 #.KKP><SWU公司$%
(,## AP13/\20PIaA_G:TP0 #BKK32P< R2S:G:TP0:公司$'

RIB #纯度c-- %̂ 日本东京仁成工业株式会社$% 脂多
糖 #*I_% _2F01公司$% eZ.Z高糖培养液 #赛默飞世尔生
物化学制品北京有限公司$% 胎牛血清 #OR_% RY科技有限公
司$% 二甲基亚砜 #eZ_[% _2F01公司$% aai@ 检测试剂盒
#南京建成生物工程研究所$% .*Y_B #Y*/$#$ 检测试剂盒
#武汉优尔生科技股份有限公司$% AJB提取试剂盒 #\1i1A1
公司$% IW20P_;W2KT\ZA\WP1FP>Ti2TV2T5 FeJB.W1:PW#\1i1A1
公司$% _bRA87&#(/B2BC%D\Z$ #\32AJ1:PMI36:$ 试剂盒
#\1i1A1公司$'
!#$!细胞复苏及培养

ABh")'=(细胞来自 B\aa细胞库% 于液氮罐中冻存%
临用前取出装有ABh")'=(的冻存管% 迅速投入到已经预热
为 ,( ]的水浴锅中使其快速融化并不断摇动% 全部吸取到装
有培养液的离心管中% @## WD02> 离心 % 02>% 用含 $#^胎牛
血清的eZ.Z高糖培养液 #青霉素( 链霉素浓度均为 $## QD
03$ 于 ,( ]( %^a[" 培养箱中培养'
!#%!细胞染毒及测定方法
!#%#!!aai/@活性检测!ABh")'=(细胞接种于 -)孔板中%
调整各孔细胞浓度约为 %l$#, 个D孔和 "=%l$#, 个D孔% 以
eZ.Z高糖培养液为对照组% 取 #=$( $( $#( $##( $###

!0S3D*的RIB染毒后% 于 ,( ]( %^a[" 培养箱中分别培养

"' 5和 '@ 5% 每孔加aai/@ $# !3继续培养 , 5% 用酶标仪测
定 '%# >0处的光密度 #[e$ 值' 计算细胞存活率 # $̂ m

#加药细胞[eD对照细胞[e$ l$## '̂
!#%#$!Y*/$#蛋白含量测定!细胞接种于 ) 孔板中% 调整细
胞密度为 %l$#% 个D03' 以 $ !FD03*I_ 为激活剂% $( $#(
%#( $## !0S3D*RIB作用细胞% 于 ,( ]( %^ a[" 培养箱中

培养 "' 5 后收集细胞培养液% 用 .*Y_B试剂盒检测 Y*/$# 蛋
白含量% 于 '%# >0波长处测定光密度值 #[e$% 操作及分析
步骤严格按照试剂盒说明书进行'
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!#%#%!Y*/$#( JOB\K( JOB\;0AJB表达!细胞接种于 )孔
板中% 以 $#( $## !0S3D*RIB作用细胞 ' 5( $" 5% 采用
\1i1A1AJB提取试剂盒提取 AJB% 操作步骤严格按照试剂
盒说明书进行% 再测定 AJB含量% 所得 AJBE")# >0DE"@#
>0介于 $=@ "̀="之间% 符合纯度要求% 采用 \1i1A1试剂盒

IW20P_;W2KT\ZA\WP1FP>Ti2TV2T5 FeJB.W1:PW进行逆转录% 合
成 ;eJB% \1i1A1试剂盒 _bRA8 7&#(/B2BC%D\Z $ #\32
AJ1:PMI36:$ 测定Y*/$#( JOB\;( JOB\K基因表达' 依据公
式-T靶AJB

D-T内参% 计算相对定量测定结果' 引物序列见表 $'

表!!引物序列

引物 正义链 反义链!!

Y*/$# %n/aNN\\a\NNBaBBaB\Ba\Na\BB/,n %n/NNB\aB\\\aaNB\BBNNa\\N/,n

JOB\K %n/Baa\N\aNNNBBNNaBBB\/,n %n/\NNNBBaa\NNNBB\BB\BBBN/,n

JOB\; %n/NBa\\aNB\\\aa\a\\aNBN\/,n %n/BBNNaBNBNBN\N\Na\N\NN/,n

内参NBIeM %n/\NB\NBaB\aBBNBBNN\NN\NBBN/,n %n/\aa\\NNBNNaaB\N\BNNaaB\/,n

!#&!统计学分析
应用 .H;P3软件建立数据库% 用 _I__$)=# 软件进行单因

素方差分析% 组间比较采用 *_e及 e6>>PTT\, 法% 7g#=#% 表
示差异有统计学意义'
$"结果
$#!!RIB对ABh")'=(细胞活性的影响

以浓度为 #=$( $( $#( $## 及 $### !0S3D*RIB对
ABh")'=(细胞进行染毒% 与对照组比较% 作用 "' 5( '@ 5 %
#=$ $̀## !0S3D*RIB对ABh")'=(细胞活性抑制作用均不明
显% 而 $### !0S3D*RIB对 ABh")'=( 细胞活性存在明显抑
制作用 #7g#=#$$% 见图 $'

注! 与对照组比较% !!7g#=#$'

图!!不同浓度RIB对ABh")'=(细胞活性的影响

$#$!RIB对ABh")'=(细胞分泌Y*/$#的影响

!!$ !FD03*I_可激活ABh")'=(分泌功能% 使上清液中Y*/
$#含量增加' RIB对*I_的激活作用有不同程度的抑制% RIB
剂量g$# !0S3D*时% 巨噬细胞上清液中Y*/$#含量减少% 但差
异无统计学意义" RIB剂量为 %#( $## !0S3D*时% 对Y*/$#蛋
白抑制率分别为 @$=# (̂ (@=' %̂ 蛋白含量显著减少% 与 *I_
相比差异明显% 仍显著高于对照组 #7g#=#%$' 见图 "'

注! 与对照组 ## !0S3D*$ 比较% !7g#=#%% !!7g#=#$"
!与*I_组比较% ##7g#=#$'

图$!RIB对ABh")'=(细胞分泌Y*/$#蛋白的影响

$#%!RIB对Y*/$#( JOB\K( JOB\;基因表达的影响
$ !FD03*I_ 使 Y*/$#( JOB\K( JOB\;0AJB水平增高

#除 ' 5( Y*/$#0AJB水平外$% 与对照组比较差异有统计学意
义 #7g#=#%$' 与*I_组相比% $#( $## !0S3D*RIB染毒 ' 5
时% JOB\K基因表达水平明显增高" 染毒 $" 5时% Y*/$#表达
水平明显降低% 仍显著高于对照组 #7g#=#%$' 见表 "'

表$!RIB染毒不同时间对Y*/$#( JOB\K( JOB\;基因表达的影响 #$Bf>% )m,$

组别
' 5 ! !!$" 5

Y*/$# JOB\K JOB\;! Y*/$#! JOB\K JOB\;

对照组 $=@,f#=#" $=()f#=#" $=,(f#=#$ $=)'f#=#" $=(#f#=#" $=,)f#=#$

*I_组 $=@#f#=#$ $=@)f#=#$!! $='%f#=#"!! $=(,f#=##,!! $=@"f#=#,! $=''f#=#%!

$# !0S3D*RIB $=@"f#=#$ $=-#f#=#"!!## $=')f#=#"!! $=)-f#=#$!!## $=@'f#=#@! $='"f#=#"!

$## !0S3D*RIB $=@$f#=#" $=-$f#=#"!!## $=''f#=#$! $=)-f#=#"!!# $=@@f#=#(!! $=')f#=#$!!

注! 与对照组比较% !7g#=#%% !!7g#=#$" 与*I_组比较% #7g#=#%% ##7g#=#$'

%"讨论
体外实验中% 经典的巨噬细胞可通过 *I_ 刺激活化% 明

显促进细胞因子分泌' 本实验条件下 RIB可抑制 *I_ 对
ABh")'=(的激活作用' 本研究中与对照组相比% RIB促进
Y*/$#分泌% 表明RIB对ABh")'=(的抑制作用弱于 *I_ 的激
活作用% 但仍说明RIB可抑制巨噬细胞分泌Y*/$#)'* ' 体内试

验发现% RIB可明显降低 \淋巴细胞( R淋巴细胞及巨噬细
胞数量% 抑制\淋巴细胞分化( R淋巴细胞激活% 阻抑炎症反
应过程中巨噬细胞向感染部位的迁移% 减弱巨噬细胞吞噬功
能并影响各种细胞炎症因子的释放% 从而导致机体非特异性
免疫防御机能下降% 引发炎症反应' 巨噬细胞是炎性反应中
主要的调节细胞% 通过分泌各种细胞因子等参与炎症反应'
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细胞因子Y*/$#能抑制炎症因子的合成与释放% 降低细胞表面
主要组织相容性抗原$ #;31::$ 019SW52:TS;S0K1T27232TG;S0/
K3PH% ZMa$$ 的抗原呈递% 下调 \淋巴细胞活性% 抑制炎
性细胞的激活% 从而起到抗炎的作用)%* ' 本实验结果提示
RIB不仅能影响巨噬细胞的增殖% 也能显著抑制巨噬细胞分
泌Y*/$#蛋白% 进而影响\淋巴细胞及促炎因子的合成% 产生
免疫毒作用'

JOB\家族是一种活化\细胞的特征因子% 虽然其家族中
的各个成员在结构和功能上有相似性% 但也具有各自的分布
特征和功能' JOB\K( JOB\;是 JOB\基因家族的重要成员%
二者之间基因编码蛋白的 a端具有高度一致性% 其结构是与
AP3家族相类似的eJB结合结构域% 而 J端仅有有限的同源
性' JOB\在许多免疫细胞中均有表达% 其在 \淋巴细胞( R
淋巴细胞中的作用已得到广泛认可% 但有关JOB\在巨噬细胞
中的作用研究较少))* ' 许多炎性细胞因子的启动子或增强子
上都发现有 JOB\K( JOB\;的结合位点% 因此作为转录因子
能选择性诱导 Y*/"( Y*/'( Y*/$# 等细胞因子% 并对细胞因子
的表达起下调和上调的相反作用)(%@* ' 以往实验结果显示% 环
境内分泌干扰物邻苯二甲酸二 #"/乙基$ 己酯 #e.MI$ 能通
过上调JOB\;及下调JOB\K表达而促进脾淋巴细胞分泌 Y*/'
蛋白)-* ' 毒理基因组学研究表明 e.MI和 RIB具有相似的毒
作用)$#* % 因此本研究进一步探讨了 JOB\在 RIB调节巨噬细
胞分泌 Y*/$# 蛋白中的作用' 本实验条件下% RIB能促进
JOB\K 0AJB表达而对 JOB\;无明显作用% 抑制 Y*/$# 基因
表达' 提示可能由于JOB\K和JOB\;结构不同% 导致RIB对
其影响不同' 被激活的 JOB\K 进入细胞核后与 Y*/$# 基因上
的特定位点结合% 或与细胞核内蛋白及其他转录因子相互作
用% 激活特定基因的表达% 降低Y*/$# 0AJB表达% 从而显著
降低巨噬细胞分泌 Y*/$# 蛋白' 总之% RIB可能通过上调

JOB\K表达而负向调控巨噬细胞分泌Y*/$#蛋白% 导致机体的
免疫系统调节发生改变' 其具体机制尚有待进一步研究'
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!!摘要! 采用蛋白质免疫组织化学 #_I$ 法检测镍冶炼工
肺癌细胞( 非镍工肺癌细胞和正常肺成纤维组织中 &JK), 的
表达% 以探讨镍冶炼厂工人肺癌的发生及相关蛋白 &JK), 的
变化' 镍冶炼工肺癌组织中 &JK), 的蛋白表达量% 与正常肺
间质细胞相比增加 ((="- %̂ 与非镍工肺癌细胞中&JK),的表
达量相比增加 ")=(, %̂ 组间比较差异有统计学意义 #7g
#=#%$' 提示&JK),的过度表达可能参与了肺癌发生的重要

阶段% 在发病机制中起到重要作用'
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在工作和生活环境中% 人类广泛接触含镍化合物)$%"* ' 国

内外研究调查证实% 镍化合物的职业接触可以引起镍冶炼工
人的肺癌和鼻咽癌% 但其致癌作用的确切机制尚不清楚),%'* '
镍和镍化合物的物理特性能够影响其生物利用度和相关毒性'
不溶性或难溶性镍 #如金属镍( 硫化镍$ 可以粉尘和烟雾等
形式存在于工作场所% 吸入暴露是镍冶炼工人在工作场所接
触镍及其化合物的主要途径)%* ' &JK), 作为重要的癌基因成
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