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·实验研究·

ＣＹＰ２Ｅ１ 在 １ ２⁃二氯乙烷致脑氧化损伤中的作用
Ｒｏｌｅ ｏｆ ＣＹＰ２Ｅ１ ｐｌａｙｅｄ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １ ２⁃ｄｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈａｎｅ

王凌霄， 谭孝琼， 杨光谦， 王高阳， 赵凤红， 金亚平

（中国医科大学公共卫生学院劳动卫生教研室， 辽宁 沈阳　 １１０１２２）

　 　 摘要： 分别将昆明种小鼠随机分为对照组、 单纯染毒组

及低、 中和高剂量二烯丙基硫化物 （ＤＡＳ） 干预组。 检测脑

组织中 ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达、 ＭＤＡ 和 ＧＳＨ 含量及 ＳＯＤ
活性。 单纯染毒组与对照组相比， 小鼠脑组织中 ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋

白和 ｍＲＮＡ 表达及 ＭＤＡ 含量显著升高， 而 ＧＳＨ 含量显著下

降； ＤＡＳ 各干预组与单纯染毒组相比， ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ
表达及 ＭＤＡ 含量显著下降， ＧＳＨ 含量显著升高。 提示 １ ２⁃
ＤＣＥ 可诱导 ＣＹＰ２Ｅ１ 表达， 导致脑组织氧化损伤。

关键词： １ ２⁃二氯乙烷 （ １ ２⁃ＤＣＥ）； ＣＹＰ２Ｅ１； 氧化损

伤； 二烯丙基硫化物 （ＤＡＳ）
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１ ２⁃二氯乙烷 （１ ２⁃ＤＣＥ） 属高毒类物质， 极易挥发， 职

业接触主要是经呼吸道吸入。 上世纪 ９０ 年代， 广东省陆续发

生多起亚急性 １ ２⁃ＤＣＥ 职业中毒事故， 其临床表现为中毒性

脑病， 脑水肿是其主要的病理过程［１，２］ 。
ＣＹＰ２Ｅ１ 是细胞色素 Ｐ４５０ （ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０， ＣＹＰ４５０）

的重要亚型， 是氯代烃类化学物质的主要代谢酶之一。 １ ２⁃
ＤＣＥ 可经 ＣＹＰ２Ｅ１ 代谢生成毒性更强的中间产物 ２⁃氯乙醛和

２⁃氯乙醇， 并最终代谢为氯乙酸随尿液排出体外［３］ 。 与其他

ＣＹＰ４５０ 亚型相比， ＣＹＰ２Ｅ１ 具有较强的 ＮＡＤＰＨ 氧化酶活性，
在代谢底物的过程中可产生大量活性氧自由基， 进而导致组

织细胞的氧化损伤［４，５］ 。
二烯丙基硫化物 （ｄｉａｌｌｙｌ ｓｕｌｆｉｄｅ， ＤＡＳ） 是一种大蒜提取

物， 是目前公认的 ＣＹＰ２Ｅ１ 抑制剂［６～８］ 。 本研究以昆明种小鼠

为实验对象， 探讨 ＣＹＰ２Ｅ１ 在 １ ２⁃ＤＣＥ 致脑损伤中的作用，
为揭示 １ ２⁃ＤＣＥ 中毒性脑水肿的形成机制及其防治提供实验

参考依据。
１　 材料与方法

１ １　 主要试剂与仪器

１ ２⁃二氯 乙 烷 （ 国 药）、 二 烯 丙 基 硫 化 物 （ Ｓｉｇｍａ）、
ＣＹＰ２Ｅ１ 一抗 （ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， 美国） 及 ＳＯＤ、 ＭＤＡ 和 ＧＳＨ 试剂

盒 （南京建成试剂有限公司）。 Ｔ６ 型紫外可见分光光度计

（北京普析通用仪器有限责任公司） 及高速台式离心机

（ＴＧＬ⁃１６Ｇ， 上海安亭科学仪器厂）。
１ ２　 实验动物与分组

选用健康雌性昆明种小鼠 ５０ 只， 体重 （２４ ０± ２ ０） ｇ，
由中国医科大学实验动物中心提供 ［合格证号： ＳＣＸＫ （辽）
２０１３－０００１］。 适应性喂养 １ 周后， 将小鼠随机分为对照组、
单纯染毒组及低、 中和高剂量 ＤＡＳ 干预组， 每组 １０ 只。 将

ＤＡＳ 溶解于玉米油中， 于 １ ２⁃ＤＣＥ 染毒前 ４ ｈ， 各干预组小鼠

灌胃给予 ２５、 ５０ 和 １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ； 对照组和单纯染毒组小

鼠灌胃给予玉米油； 灌胃容量均为 ０ ２ ｍｌ， 每日上午 ８： ００
灌胃， 下午 １３： ００ 染毒， 灌胃前称重， １ ２⁃ＤＣＥ 染毒浓度为

１ ２ ｇ ／ ｍ３， 采用静式吸入方式， 每天染毒 ３ ５ ｈ， 连续染毒 ３ ｄ，
染毒柜体积为 １００ Ｌ。 于末次染毒的次日处死小鼠， 快速取大

脑额叶和颞叶组织进行相关指标检测。
１ ３　 检测指标与方法

１ ３ １　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法检测 ＣＹＰ２Ｅ１ ｍＲＮＡ 表达水平　 提前

将实验器具及材料高压灭菌备用。 取左侧额叶和颞叶部分脑

组织 ３０ ｍｇ， 加入 Ｔｒｉｚｏｌ ０ ５ ｍｌ， 匀浆 １ ｍｉｎ×３ 次， 颠倒混匀

后室温静置 １０ ｍｉｎ。 加入氯仿 ０ ２ ｍｌ， 颠倒混匀， 随后离心

取上层水相， 加入等体积异丙醇， 混匀后 ４℃静置 ３０ ｍｉｎ， 离

心弃上清， 加入预冷的 ７５％乙醇 ０ ５ ｍｌ， 离心 ５ ｍｉｎ 继续弃上

清， 超净工作台开风机干燥 ３０ ｍｉｎ， 将沉淀重新溶于焦碳酸

二乙酯 （ＤＥＰＣ） 水中。 分光光度计在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 波长

处测定其吸光度值 （ＯＤ 值）， ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 比值在 １ ８ ～ ２ ０
之间时说明提取的总 ＲＮＡ 纯度较高， 随后通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应

将样本中 ｍＲＮＡ 转录为 ｃＤＮＡ， 引物见表 １。 建立 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 反应体系， 进行 Ｔａｑｍａｎ 荧光实时定量 ＰＣＲ 检测。 测定

各实验样本的循环指数 （ｃｙｃｅｌｔｈｒｅｈｓｏｌｄ， Ｃｔ）， 求各样本等质

量总 ＲＮＡ 的 ｍＲＮＡ 的 Ｃｔ 值。
表 １　 小鼠 ＣＹＰ２Ｅ１ 和 ＧＡＰＤＨ 引物序列

基因 引物序列 长度 （ｂｐ）

ＣＹＰ２Ｅ１
５⁃ＣＡＧＧＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＣＡＡＧＧＧＧ⁃３
５⁃ＣＡＧＡＡＡＧＧＴＡＧＧＧＴＣＡＡＡＡＧＧ⁃３

１９５

ＧＡＰＤＨ
５⁃ＣＡＡＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴ⁃３
５⁃ＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣＣＣＡＡＧＡＴＧ⁃３

１０２

１ ３ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白含量 　 取小鼠对应右侧额叶

和颞叶大脑组织 ５０ ｍｇ 置于 １ ５ ｍｌ ＥＰ 管中， 加入 ３００ μｌ
ＲＩＰＡ 裂解液置于冰上进行超声裂解， 重复多次使细胞破碎。
４℃孵育 １ ｈ 后， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清。 用 ＢＣＡ
试剂盒法检测样品蛋白浓度， 调整脑组织样品浓度至

５ μｇ ／ μｌ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， ＰＶＤＦ 转膜， 抗体结合后用

ＥＣＬ 法显色。 用所测蛋白条带与 β⁃ａｃｔｉｎ 条带的灰度值比值作
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为该蛋白的相对表达量。
１ ３ ３　 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活性 　 准确称取小鼠额叶和

颞叶脑组织重量， 以 １ ∶ ９ 的比例加入生理盐水制成组织匀

浆， ４℃下 ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液按照试剂盒说明

书进行操作。 ＧＳＨ 含量的测定选用 ＤＴＮＢ 改良比色试剂盒法，
ＭＤＡ 含量测定采用硫代巴比妥酸试剂盒法， ＳＯＤ 活性测定为

黄嘌呤氧化酶试剂盒法。
１ ４　 统计分析

用 ＳＰＳＳ １３ ０ 统计软件对检测数据进行分析处理， 多组间

比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 两两组间比较

采用 ＳＮＫ 法， 以 Ｐ ＜０ ０５ 作为差异有统计学意义的判定标准。
２　 结果

２ １　 小鼠染毒期间的体重变化

单纯染毒组小鼠从染毒第 ２ 天开始体重明显下降， 各 ＤＡＳ
干预组小鼠在染毒第 ３ 天体重开始下降。 但与单纯染毒组相比，
５０、 １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 干预组小鼠体重明显增加。
２ ２　 ＣＹＰ２Ｅ１ 抑制剂对各组小鼠脑组织中 ＣＹＰ２Ｅ１ 表达的

影响

与对照组相比， 单纯染毒组脑组织中 ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋白和

ｍＲＮＡ 表达显著升高。 与单纯染毒组相比， ＤＡＳ 干预组

ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达明显下降。 见图 １， 表 ２。

注： Ａ—对照组， Ｂ—单纯染毒组， Ｃ—２５ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 组，
Ｄ—５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 组， Ｅ—１００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 组。

图 １　 各组小鼠脑组织 ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋白表达

表 ２　 各组小鼠脑组织中 ＣＹＰ２Ｅ１蛋白和ｍＲＮＡ水平的比较 （ｘ±ｓ）

组别　 　 　 ｎ
蛋白表达灰度值

（与 β⁃ａｃｔｉｎ 比值）
ｍＲＮＡ 表达

对照组 ５ ２ １６±０ １０∗ ０ ９９±０ ０５∗

单纯染毒组 ５ ２ ７１±０ ０８ 　 １ ４６±０ ０１ 　

２５ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 组 ５ ２ ３０±０ １８∗ ０ ８８±０ ０３∗

５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 组 ５ ２ ３１±０ １０∗ ０ ８９±０ ０１∗

１００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 组 ５ ２ １０±０ １４∗ ０ ７９±０ ０３∗

注： ∗， 与单纯染毒组比， Ｐ＜ ０ ０５。

２ ３　 ＤＡＳ 对小鼠脑组织中氧化应激的影响

表 ３ 显示， 单纯染毒组小鼠脑组织中 ＭＤＡ 含量与对照组

比较显著升高， 而 ＧＳＨ 含量显著下降。 各 ＤＡＳ 干预组小鼠脑

组织中ＭＤＡ 含量与单纯染毒组比较均显著降低， ＧＳＨ 含量显著

升高。 各组小鼠脑组织中 ＳＯＤ 活性的差异均无统计学意义。
３　 讨论

脑组织是 １ ２⁃ＤＣＥ 中毒损伤的主要靶器官。 本研究结果

显示， １ ２⁃ＤＣＥ 染毒可诱导脑组织中 ＣＹＰ２Ｅ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ
表达的增加， 表明 １ ２⁃ＤＣＥ 染毒对小鼠脑组织中 ＣＹＰ２Ｅ１ 的表

达有诱导作用。 １ ２⁃ＤＣＥ 染毒引起实验小鼠脑组织中 ＭＤＡ 含

量明显升高和 ＧＳＨ 含量明显下降， 提示 １ ２⁃ＤＣＥ 染毒可明显

表 ３　 各组小鼠脑组织中ＭＤＡ、ＧＳＨ含量及 ＳＯＤ活性的比较（ｘ±ｓ）

组别　 　 ｎ
ＭＤＡ

（ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
ＧＳＨ

（μｍｏｌ ／ ｇ ｐｒｏｔ）
ＳＯＤ

（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
对照组 ５ ０ ６５±０ １３∗ ３ ９０±０ ８２∗ ２ ６７±０ ４４
单纯染毒组 ５ ０ ９４±０ １２ 　 ２ ７２±０ ５７ 　 ２ ５０±０ ４０
２５ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 干预组 ５ ０ ５５±０ １３∗ ３ ５８±０ ６２∗ ２ ４２±０ ６３
５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 干预组 ５ ０ ６９±０ １８∗ ３ ２３±０ ６９∗ ３ ０８±０ ６７
１００ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＡＳ 干预组 ５ ０ ４８±０ １５∗ ３ ６５±０ ２７∗ ２ ６２±０ ８９

注： ∗， 与单纯染毒组比较， Ｐ＜０ ０５。

削弱脑组织的抗氧化能力， 导致脑组织的氧化损伤， 进而引

起脑水肿。 另一方面， ＤＡＳ 能够明显抑制脑组织中 ＣＹＰ２Ｅ１
蛋白及 ｍＲＮＡ 表达。 随着体内 ＣＹＰ２Ｅ１ 表达的抑制， １ ２⁃ＤＣＥ
染毒所致小鼠脑组织中 ＭＤＡ 含量升高和 ＧＳＨ 含量下降得到

明显改善， 这提示 ＣＹＰ２Ｅ１ 介导的 １ ２⁃ＤＣＥ 的体内代谢过程

与其神经毒性密切相关。 自由基能引起生物膜的脂质过氧化，
导致细胞膜和血脑屏障的损伤， 同时诱发细胞毒性和血管原

性脑水肿［５］ ， 揭示 ＣＹＰ２Ｅ１ 介导 １ ２⁃ＤＣＥ 代谢过程中产生的

大量自由基和活性物质能耗竭体内抗氧化物质， 进而导致组

织的氧化损伤。
本研究以 ＤＡＳ 作为 ＣＹＰ２Ｅ１ 的抑制剂， 探讨了 ＣＹＰ２Ｅ１

表达抑制后对 １ ２⁃ＤＣＥ 染毒所致脑组织氧化损伤的影响。
１ ２⁃ＤＣＥ 染毒可以明显诱导小鼠脑组织中 ＣＹＰ２Ｅ１ 的表达，
进而促进其在体内的代谢过程， 产生大量的活性中间产物及

ＲＯＳ， 造成脑组织的氧化损伤， 并最终导致脑水肿的形成。
而 ＤＡＳ 可以通过抑制脑细胞内 ＣＹＰ２Ｅ１ 的表达， 明显改善

１ ２⁃ＤＣＥ 所致脑组织氧化损伤。
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