
３　 讨论

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测试实验动物空间学习记忆能力， 是反映脑

学习记忆功能的良好量化指标， 其包含定位航行及空间探索

实验两部分［４］ 。 其中， 定位航行实验用于测试动物学习和记

忆的获取能力， 逃避潜伏期延长提示学习能力下降［５］ ， 游泳

速度反映动物的运动能力是否受损， 空间探索实验用于测试

动物空间位置记忆的保持能力， 测量值减少提示记忆保持能

力降低［６］ 。 本研究结果显示， 各剂量组游泳速度差异无统计

学意义， 提示各组小鼠运动能力未受损。 高剂量 １ ２⁃ＤＣＥ 染

毒组小鼠的逃避潜伏期均显著高于其他各组， 各染毒组的小

鼠在目标象限停留时间随染毒剂量的增加而减少， 但与对照

组相比差异无统计学意义。 提示亚慢性 １ ２⁃ＤＣＥ 染毒对小鼠

获得空间记忆的能力损伤明显， 而对小鼠的空间记忆保留能

力损伤较弱。
Ｇｌｕ、 Ａｓｐ 和 ＧＡＢＡ 是 ＣＮＳ 中常见且重要的神经递质。 Ｇｌｕ

和 Ａｓｐ 是重要的兴奋性氨基酸 （ＥＡＡｓ）， 广泛存在于哺乳动

物的中枢神经系统中， 对脑神经元有普遍而强烈的兴奋作用，
是调节学习记忆的重要神经递质［７］ 。 ＧＡＢＡ 是典型的抑制性氨

基酸 （ＩＡＡｓ）， 对脑神经元的兴奋性具有抑制作用， 其含量的

过度增加对学习记忆有负面调节作用［８］ 。 本实验结果显示，
各组间 Ｇ１ｕ 和 Ａｓｐ 含量差异均无统计学意义， 而高剂量组小

鼠脑组织中 ＧＡＢＡ 含量均显著高于其他各组， 进而导致 Ｇｌｕ ／
ＧＡＢＡ 比值的降低， 提示高剂量组小鼠脑组织中 ＧＡＢＡ 含量升

高可能是导致小鼠空间学习能力下降的原因之一。
综上所述， 亚慢性 １ ２⁃ＤＣＥ 染毒可影响小鼠脑组织中氨

基酸类神经递质的含量， 导致脑组织中 ＥＡＡｓ 与 ＩＡＡｓ 比例的

下降， 对小鼠的空间学习能力产生抑制性作用。 亚慢性 １ ２⁃

ＤＣＥ 染毒对脑组织中氨基酸类神经递质的影响可能是其神经

毒性损伤的作用机制之一。
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矽尘对小鼠外周血免疫相关基因 ＰＤ⁃１
和 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 表达的影响
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张兆强１， 韩贵芝１， 张恒硕２， 邵波１， 林立１， 张春芝１
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　 　 摘要： 将 ４０ 只昆明种小鼠随机分为染尘 ２ ｈ、 ４ ｈ、 ８ ｈ 组

以及对照组， 共染尘 ３０ ｄ。 染尘结束后， 立即称量小鼠体重

及肺脏、 胸腺、 脾脏重量， 计算各脏器系数。 提取外周血总

ＲＮＡ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测各组小鼠外周血免疫相关基因 ＰＤ⁃１ 和

ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 的相对含量。 结果显示， 与对照组比较， 各染尘

时间组小鼠体重增长速度减慢， 肺脏系数升高， 胸腺系数和

脾脏系数降低 （Ｐ 均＜０ ０５）， ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 相对含量均升高

（Ｐ＜０ ０５）， ４ ｈ 和 ８ ｈ 染尘组 ＰＤ⁃１ ｍＲＮＡ 相对含量升高 （Ｐ＜
０ ０５） 。 提示矽尘可导致小鼠免疫力损伤， 该损伤可能与

矽尘上调外周血 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 表达有关。
关键词： 矽尘； 免疫损伤； 程序性死亡受体⁃１ （ＰＤ⁃１）；

程序死亡配体⁃１ （ＰＤ⁃Ｌ１）
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矽肺患者临床表现多样， 其中之一为机体免疫力的显著

下降［１，２］ 。 其发生的具体机制尚未完全阐明。 研究显示， 程序

性死亡受体⁃１ （ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ １， ＰＤ⁃１） 和程序性死亡

配体⁃１ （ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｌｉｇａｎｄ １， ＰＤ⁃Ｌ１） 是一组协同
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调控机体细胞免疫的基因， 该组基因病理状态下的异常激活，
常导致患者免疫力的降低［３］ 。 目前对 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 的研究多

集中于肿瘤发病［４，５］ ， 尚未见矽肺患者该类基因的文献报告。
本研究拟采用小鼠整体染尘的方法， 观察矽尘对小鼠体重及

肺、 脾、 胸腺等脏器系数的影响， 并运用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术， 检

测外周血 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 的表达， 为矽肺患者免疫力的

降低提供合理的生物学解释。
１　 材料与方法

１ １　 主要试剂和仪器

电子分析天平 （北京赛多利斯仪器系统有限公司）、
ＴＤ５Ｍ⁃ＷＳ 离心机 （上海卢湘离心机仪器有限公司）、 Ｃ１０００
ＴｏｕｃｈＴＭ荧光定量 ＰＣＲ 仪 （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、 Ａｒｋｔｉｋ５０２０
型多功能 ＰＣＲ 仪 （Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、 微量紫外分光光

度计 （美国 ＱＵＡＷＥＬＬ 公司）、 Ａｌｐｈａｌｍａｇｅｒ ＭＩＮＩ 凝胶成像系

统 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｉｍｐｌｅ 公司）， Ｔｒｉｚｏｌ、 Ｍ⁃ＭｕＬＶ 第一链 ｃＤＮＡ
合成试剂盒、 ２×ＳＧ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 引物及内参的设计

与合成 ［生工生物工程 （上海） 有限责任公司］、 矽尘 （天
津市北联精细化学品有限公司）。
１ ２　 实验动物

健康昆明种小鼠 ４０ 只， 雌雄各半， 由济宁医学院动物中

心提供。 动物合格证编号： ＳＹＸＫ （晋） ２００９—０００１。 所有动

物均饲养于该中心， 饲养条件： 温度 ２０ ℃， 相对湿度： ６５％。
１ ３　 方法

１ ３ １　 动物的分组及处理　 将矽尘研磨至符合实验要求 （滤

膜溶解涂片法测得直径＜５ μｍ 的占 ９５％， 焦磷酸法测得游离

ＳｉＯ２＞９５％）。 小鼠随机分为对照组 （不染尘） 和 ３ 个染尘组

（每天染尘时间分别为 ２ ｈ、 ４ ｈ、 ８ ｈ）， 每组 １０ 只。 染尘组小

鼠置于染尘柜中， 用鼓风机将研磨后的矽尘吹起， 浓度维持

在 １２５ ｍｇ ／ ｍ３［６］ 。 除实验因素外， 各组小鼠饲养条件完全相

同。 共染尘 ３０ ｄ。
１ ３ ２　 一般情况和脏器系数　 染尘过程中， 密切注意小鼠的

一般情况， 染尘结束， 立即称取小鼠的体重。 内眦静脉丛取

血后， 处死动物， 分离肺、 胸腺和脾脏并称重， 计算脏器系

数。 脏器系数＝脏器重量 （ｍｇ） ／体重 （ｇ）。
１ ３ ３　 外周血总 ＲＮＡ 的提取 　 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取外周血总 ＲＮＡ，
琼脂电泳法监控其质量， 紫外分光光度法测定浓度和纯度，
并稀释至 ２００ ｎｇ ／ μｌ。 使用 Ｍ⁃ＭｕＬＶ 第一链 ｃＤＮＡ 合成试剂盒

将其逆转录成 ｃＤＮＡ， 反应条件： ４２℃， ４５ ｍｉｎ； ７０℃， １０
ｍｉｎ； 灭活多余的酶， ４℃保存备用。
１ ３ ４　 ＰＤ⁃１、 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 的测定 　 各基因及内参 ＧＡＰＤＨ
引物的设计及合成均由生工生物工程 （上海） 有限责任公司

完成。 见表 １。 按照 ２×ＳＧ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明书对上述

ｃＤＮＡ 样本进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 操作， 反应条件： ９５ ℃预变性 ３ ｓ、
变性 ３ ｓ， ６０ ℃延伸 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 添加溶解曲线， 温度

范围 ６０～９５ ℃， 每升高 ０ ５ ℃进行一次荧光摄影。 所有样本

均设 ３ 个复孔。 反应结束后， 按公式 ２－ △△ ＣＴ 计算各样品

ｍＲＮＡ 的含量。 以对照组的任一个样本为基准值， 计算各样

本的相对含量。
表 １　 目的基因和内参基因 ＰＣＲ 引物序列

基因名称 上游引物 下游引物 扩增片段长度 （ｂｐ）

ＰＤ⁃Ｌ１ ＴＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＴＧＣＡＧＡＴＴＣ ＧＧＣＴＴＡＡＧＧＴＣＣＴＣＣＴＣＴＣＣ １２１

ＰＤ⁃１ ＧＣＣＣＴＡＧＴＧＧＧＴＡＴＣＣＣＴＧＴ ＧＣＴＣＣＴＣＣＴＴＣＡＧＡＧＴＧＴＣＧ １１８

ＧＡＰＤＨ ＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ １７９

１ ４　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ１３ ０ 统计学软件进行分析， 数据表述为ｘ±ｓ， 采

用 Ｆ 检验分析组间的总体差异， ＬＳＤ 法比较各染尘时间组与

对照组的差异， Ｐ＜０ ０５ 表明差异有统计学意义。
２　 结果

２ １　 矽尘对小鼠一般情况及各脏器的影响

染尘 ３０ ｄ 后， 染尘组小鼠食欲不振， 活动量减少， ８ ｈ 组

尤为明显， 对照组无明显变化。 与对照组相比， 染尘组小鼠

体重增加减慢 （Ｐ＜０ ０５）。 镜下肉眼可见染尘组小鼠肺组织损

伤， 对照组表面色泽光润， 触摸感质软， 有弹性。 染尘 ２ ｈ 组

表面有少量散在砂粒状结节， 并伴有少量点状出血； ４ ｈ 组表

面色泽灰白， 可见明显的结节， 触摸感质硬， 弹性降低； ８ ｈ
组表面有多处出血点及淤血点， 可见较大结节， 触摸感质硬，
弹性差。 与对照组比较， 各染尘时间组小鼠的肺脏系数升高，
胸腺与脾脏系数显著降低， 差异均有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。
见表 ２。

表 ２　 各暴露时间组小鼠体重和脏器系数 （ｘ±ｓ， ｎ＝ １０）

组别　 　 　 小鼠体重 （ｇ） 肺脏系数 胸腺系数 脾脏系数

对照组 ２７ ２１±２ ５５ ５ ５２±０ ８１ ２ ８１±０ ６３ ３ ６７±０ ５４
染尘 ２ ｈ 组 ２５ ６０±３ ０１ ７ ０３±０ ７８∗ １ ９２±０ ７０∗ ２ ９５±０ ６３∗

染尘 ４ ｈ 组 ２４ ２０±２ ６３∗ ８ ４８±０ ９３∗ １ ５６±０ ７１∗ ２ ７７±０ ６６∗

染尘 ８ ｈ 组 ２２ １３±３ １２∗ ８ ９９±０ ８５∗ １ １０±０ ６８∗ ２ ００±０ ５９∗

Ｆ 值 １０ ５３ ２８ ３４ １０ ３０ １２ ９０
Ｐ 值 ０ ００ ０ ００ ０ ００ ０ ００

注： ∗， 与对照组比较， Ｐ＜０ ０５

２ ２　 小鼠外周血 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 的表达

与对照组相比， 染尘 ４ ｈ 和 ８ ｈ 组 ＰＤ⁃１ ｍＲＮＡ 相对含量升

高 （Ｐ＜０ ０５）， ２ ｈ 组差异无统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）； 各染尘

时间组 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 相对含量均升高 （Ｐ＜０ ０５）。 见表 ３。
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表 ３　 矽尘对小鼠外周血 ＰＤ⁃１和 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别　 　 ＰＤ⁃１ ｍＲＮＡ 相对含量 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 相对含量

对照组 ０ ８５±０ ５０３ １ ０６±０ ６４０
染尘 ２ ｈ 组 ０ ６８±０ ２９３ ３ ０５±３ ８７６∗

染尘 ４ ｈ 组 １ ９３±０ ３５０∗ ２ ４７±３ １６６∗

染尘 ８ ｈ 组 ３ ４４±２ ３４５∗ ８ ６４±４ ９０９∗

Ｆ 值 ７ ３９ １３ ７１
Ｐ 值 ０ ００ ０ ００

注： ∗， 与对照组比较， Ｐ＜０ ０５

３　 讨论

ＰＤ⁃１ 是机体重要的负性免疫调控基因之一， 位于 Ｔ 淋巴细

胞和ＮＫＴ 细胞表面。 ＰＤ⁃１ 与其配体 ＰＤ⁃Ｌ１ 结合， 可显著抑制 Ｔ
细胞的活化和增殖， 损伤机体的细胞免疫功能［６～ ８］， 使病变组

织、 细胞逃脱免疫系统的监视和杀伤［５］。 这是机体进化过程中

形成维持稳态的重要机制之一， 目的在于避免淋巴细胞对短暂

出现的炎性细胞产生误杀。 然而该稳态也给机体带来负面影

响， 即机体无法通过免疫系统高效的清除作用， 实现对病损部

位的修复。 矽肺患者细胞免疫明显降低， 与 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１
ｍＲＮＡ 的表达是否有关， 是本研究的中心内容。

本研究以高浓度的矽尘染毒小鼠， 与对照组比较， 各染

尘组小鼠体重增长速度减慢、 肺脏系数升高、 弹性下降， 肺

脏出现明显损伤。 各染尘时间组小鼠的胸腺系数和脾脏系数

均低于对照组， 提示免疫力下降。 与对照组相比， 染尘 ４ ｈ 和

８ ｈ 组 ＰＤ⁃１ ｍＲＮＡ 相对含量及各染尘时间组 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 相

对含量均升高。 染尘时间越长， ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ ｍＲＮＡ 表达越

高， 免疫力下降就越明显， 小鼠肺部炎症也越严重， 三者之

间存在一定的关联。 因此， 可认为矽尘通过上调 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃
Ｌ１ ｍＲＮＡ 的表达， 降低机体的免疫力， 使受损的组织、 细胞

无法被及时清除， 加重肺脏的炎症。 在此过程中， 甚至会诱

导性产生 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ＴＧＦβ１ 等细胞因子， 引起肺组织的纤维

化［６，９］ 。 另外， 免疫力的下降还会导致肺结核、 肺癌及其他机

会感染的发生［１０］ 。 合理使用抗 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 药物， 可抑制 Ｔ
细胞的凋亡， 提高细胞免疫， 清除异化的细胞， 消除矽尘引

起的肺部炎症， 有助于预防矽肺的发生。 但该假设还需要验

证。 本研究采用的是较高浓度、 较短时间的染尘， 该结果是

否在长期染尘动物中出现， 以及能否在矽肺患者中出现， 尚

待进一步的研究。
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