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·实验研究·

镍精炼烟尘致 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的表达
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　 　 摘要： 采用某镍精炼厂沉降尘对 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞进行染毒，
染毒浓度分别为 １２ ５、 ２５、 ５０ mｇ ／ ｍｌ， 以未染毒组 （０ mｇ ／ ｍｌ）
作为对照。 染毒 ４８ ｈ 后， 通过 Ｃｅｌｌ⁃ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８ 实验检测细

胞存活率， ＲＯＳ 试剂盒检测细胞内活性氧的生成量， 蛋白免

疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 法检测细胞内炎性因子 ＮＬＲＰ３ 和 ＡＳＣ
的表达水平， ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 生成量。 结

果显示， 随着染毒浓度的增加， 细胞存活率逐渐下降， 且差

异具有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）； 细胞内 ＲＯＳ 生成量明显增加，
ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ 表达量不断增加， ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 生成量不断

增加， 且差异均有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。 提示镍精炼烟尘可

以激活炎性小体， 促使炎性小体相关蛋白表达。
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随着化工产业的发展， 金属镍在电镀、 焊接、 合金生产

中的应用不断增加， 在生产回收、 处理过程中， 大量含镍化

合物被释放到环境中。 镍化合物可以改变细胞内正常的抗氧

化系统， 使细胞内的转录和翻译不能正常进行， 最终引起细

胞癌变。 镍精炼厂和镍冶炼厂作业人员是镍高暴露的主要人

群， 他们接触的沉降尘中镍浓度一般在 ０ １ ～ １ ｍｇ ／ ｍ３［１］ 。 有

研究发现镍精炼烟尘会对细胞产生明显的毒性作用［２］ ， 但关

于镍精炼烟尘的致炎作用尚未有报道。 本实验旨在对镍精炼

烟尘可否激活 ＮＬＲＰ３ 炎性体相关蛋白从而引起炎性反应进行

研究。
１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 靶细胞　 小鼠胚胎成纤维细胞 （ＮＩＨ ／ ３Ｔ３）， 购自北

京市肿瘤研究所， １５％胎牛血清 ＤＭＥＭ 培养液中 ３７℃、 ５％
ＣＯ２培养箱中培养， 胰蛋白酶消化、 传代， 备用。
１ １ ２　 受试物与试剂　 镍精炼烟尘 （来自某镍精炼厂精炼炉

前沉降尘） 用生长液稀释成浓度为 １ ０００ mｇ ／ ｍｌ 的母液； ＣＣＫ８
试剂盒、 ＲＯＳ 检测试剂盒， 碧云天生物技术公司； 胎牛血清，
美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司； 胰蛋白酶， Ｍｅｒｃｋ 公司； ＮＬＲＰ３ 兔抗鼠多

克隆抗体、 ＡＳＣ 兔抗鼠多克隆抗体、 β⁃ａｃｔｉｎ 兔抗鼠多克隆抗

体、 山羊抗兔抗体、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 检测试剂盒、 ＩＬ⁃１β 检测试剂

盒， 美国 ＣＳＴ 公司。
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞培养　 将 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞以 ２×１０６个 ／ ｍｌ 的密度接

种于含 １０％胎牛血清和 １％双抗的 ＤＭＥＭ 培养基上， 置于

３７℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中培养， 用胰蛋白酶消化传代。
１ ２ ２　 ＣＣＫ８ 实验检测细胞存活率 　 将细胞接种于 ９６ 孔板

上， 每孔细胞数 １×１０４个， 待细胞贴壁后 ， 用稀释后终浓度

分别为 １２ ５、 ２５、 ５０ mｇ ／ ｍｌ 的染毒液染毒， 以 ０ mｇ ／ ｍｌ 染毒

组为对照组， 染毒 ４８ ｈ 后， 每孔加入 １０ mｌ 的 ＣＣＫ８ 工作液，
轻微震荡均匀， 置于培养箱中继续培养 ２ ｈ， 显色后， 用酶

标仪 ４５０ ｎｍ 处测量吸光度 ＯＤ 值。 计算各染毒组的细胞存

活率。
１ ２ ３　 ＲＯＳ 检测　 ３７℃下对染毒 ４８ ｈ 后的细胞进行 ＤＣＦ⁃ＤＡ
探针装载， ３０ ｍｉｎ 后， 用荧光酶标仪在激发波长 ４８８ ｎｍ 和发

射波长 ５２５ ｎｍ 处检测吸光度 ＯＤ 值。
１ ２ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ 蛋白表达 　 染毒 ４８ ｈ
后的细胞用 ＰＢＳ 液清洗 ３ 遍， 用细胞刷收集细胞， 加入细胞

裂解液冰上裂解 ５０ ｍｉｎ， 离心得到总蛋白， 并用 ＢＣＡ 法进行

蛋白定量。 总蛋白于沸水中水浴 １０ ｍｉｎ， 备用。 经聚丙烯酰

胺分离胶电泳分离总蛋白， 电泳时间 １００ ｍｉｎ， 转膜时间 ２ ｈ，
室温下封闭 １５０ ｍｉｎ， ４℃孵育一抗 ＮＬＲＰ３ （１ ∶ ５００）， β⁃ａｃｔｉｎ
（１ ∶ １ ０００）， ＡＳＣ （１ ∶ １ ０００） 过夜， 洗膜后 ３７℃ 孵育二抗

（１ ∶ ３ ０００） １ ｈ， 再次洗膜后用 ＥＣＬ 显色液显色。 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ
软件分析灰度值， 以 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 灰度值比值作为

ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ 蛋白相对表达量。
１ ２ ５　 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 含量 　 将染毒 ４８ ｈ 后的

细胞裂解， 得到裂解后上清液， 用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒进行酶标记，
在 ４５０ ｎｍ 处测量吸光度 ＯＤ 值， 利用标准曲线计算 ｃａｓｐａｓｅ⁃１
浓度。
１ ２ ６　 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＩＬ⁃１β 含量　 取染毒 ４８ ｈ 后的细胞

上清液， 用 ＥＬＩＳＡ 方法进行酶标记， 在 ４５０ ｎｍ 处测量吸光度

ＯＤ 值， 利用标准曲线计算 ＩＬ⁃１β 浓度。
１ ３　 数据分析

结果用ｘ±ｓ 进行描述， 采用 ＳＰＳＳ１９ ０ 统计软件对数据进

行单因素方差分析， Ｄｕｎｎｅｔｔ⁃ｔ 检验进行组间比较， 以 Ｐ＜０ ０５
具有统计学意义。
２　 结果

２ １　 细胞存活率的比较

镍精炼烟尘对细胞染毒 ４８ ｈ 后， １２ ５、 ２５、 ５０ mｇ ／ ｍｌ 染
毒组细胞存活率随着染毒浓度的升高逐渐下降， 且呈现剂量⁃
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反应关系。 染毒组与对照组相比， 差异有统计学意义 （Ｐ＜
０ ０５）。 见表 １。
２ ２　 细胞内 ＲＯＳ 含量

以 ０ mｇ ／ ｍｌ 组荧光强度为 １， １２ ５、 ２５、 ５０ mｇ ／ ｍｌ 染毒组

细胞内荧光强度与对照组的比值明显增高， 差异有统计学意

义 （Ｐ＜０ ０５）。 见表 １。
表 １　 各组细胞存活率和细胞内 ＲＯＳ 含量变化 （ｘ±ｓ）

组别　 　 　 　 细胞存活率 （％） ＲＯＳ 含量 （比值）

对照组 １００ ００±３ ４１　 １ ００±０ １４
１２ ５ mｇ ／ ｍｌ 染毒组 ６９ ７１±２ ５７ １ ２６±０ １６
２５ ０ mｇ ／ ｍｌ 染毒组 ５０ ４０±２ ８９ １ ４７ ± ０ １１
５０ ０ mｇ ／ ｍｌ 染毒组 ３３ ２６±３ ８５ １ ５９ ± ０ ２３

２ ３　 ＮＬＲＰ３ 和 ＡＳＣ 蛋白的表达情况

随着染毒浓度增加， ＮＬＲＰ３ 和 ＡＳＣ 蛋白表达量增加， 各染

毒组与对照组相比， 差异均有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。 见图 １。
染毒浓度　 　 ０ μｇ ／ ｍｌ　 １２ ５ μｇ ／ ｍｌ ２５ ０ μｇ ／ ｍｌ ５０ ０ μｇ ／ ｌ

注： ∗， 与对照组比较， Ｐ＜０ ０５

图 １　 镍精炼烟尘染毒 ４８ ｈ 后细胞内 ＮＬＲＰ３和 ＡＳＣ 蛋白表达情况

２ ４　 细胞内 ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β 含量

随着染毒浓度的增加， ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β 的含量不断增加，
各染毒组与对照组相比， 差异均有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。 见

表 ２。

表 ２　 各组细胞内 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 和 ＩＬ⁃１β 含量变化 （ｘ±ｓ）

组别　 　 　 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ （ｎｇ ／ ｍｌ） ＩＬ⁃１β （ｐｇ ／ ｍｌ）

对照组 １６ ３４ ± １ ６５ ９ ６０ ± １ ３２
１２ ５ μｇ ／ ｍｌ 染毒组 ２１ ７２ ± １ ５９ １１ ４１ ± ２ ０１
２５ ０ μｇ ／ ｍｌ 染毒组 ２３ ９０ ± １ ８５ １３ ８８ ± １ ７９
５０ ０ μｇ ／ ｍｌ 染毒组 ３３ １２ ± ２ ０７ １５ ６８ ± １ ５３

３　 讨论

炎症小体的概念起自 ２００２ 年由 Ｔｓｃｈｏｐｐ 研究小组首次提

出［３］ ， 其中 ＮＬＲＰ 炎症小体是 ＮＬＰ 家族中的一大亚族， 包括

ＮＬＲＰ１、 ＮＬＲＰ３、 ＮＬＲＰ４， 其中 ＮＬＲＰ３ 是研究最为常见的一

个炎性因子， 它主要由 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 三部分组成，
激活机制也较为复杂。 ＮＬＲＰ３ 可以被病原体、 ＤＡＭＰｓ、 以及

外界环境损伤等多种因素激活［４］ 。 激活后的 ＮＬＲＰ３ 由于自身

结构缺乏相应的结构域， 必须和 ＡＳＣ 蛋白结合后才能激活

ｃａｓｐａｓｅ⁃１。 ＡＳＣ 和 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 的 Ｎ 末端热蛋白结构域结合的同

时还可以和 ＮＬＲＰ３ 结合， 这表明 ＡＳＣ 在复合体中是以一种连

接蛋白而存在的［５］ 。 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 以无活性酶原形式 ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１
存在于细胞质中， 当炎性发生时， ｐｒｏ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 高浓度聚集，
此时酶原发生自体水解， 成为有活性的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１［６］ 。 有活性

的 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 可以将 ＩＬ⁃１β 前体切割成有活性的片段。 具有活

性的 ＩＬ⁃１β 可以促进肿瘤的生长和转移［７～９］ 。 Ｓｒｉｎｉｖａｓｕｌａ 等［１０］

测量了 ２９３ 细胞中 ＩＬ⁃１β 的水平， 结果显示 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 会引起

ＩＬ⁃１β 的分泌变化， 从而引起炎性瀑布效应。
镍精炼烟尘中含有金属镍以及其他多种金属， 大多通过

呼吸系统吸入体内， 体内复杂的化学环境可以破坏金属镍表

面的氧化膜， 从而造成镍离子的释放［１１］ 。 研究发现镍离子对

多种细胞具有不同程度的细胞毒性［１２］ 。 我们的前期研究发现，
镍精炼烟尘会造成 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞凋亡， 引起细胞毒性［２］ ， 但

镍精炼烟尘是否可以导致炎性反应尚不清楚。 本研究结果发

现， 随着镍精炼烟尘染毒浓度的增加， 细胞存活率随着染毒

浓度的增加不断降低， 并且细胞内的 ＲＯＳ 浓度随着染毒剂量

的增加而增加。 ＲＯＳ 是重要的氧化应激标志物， 表明镍精炼

烟尘造成的细胞毒性可能与氧化应激之间有一定的联系。 另

外， ＲＯＳ 作为 ＮＬＲＰ３ 多种上游信号刺激物的一种［１３］ ， 蓄积过

多可以引起 ＮＬＲＰ３ 借助接头蛋白 ＡＳＣ 激活 ｃａｓｐａｓｅ⁃１， 从而进

一步激活 ＩＬ⁃１β， 激发炎症反应。 本实验结果还发现 ＮＬＲＰ３ 蛋

白以及 ＡＳＣ 蛋白表达量也在增加， ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ｃａｓｐａｓｅ⁃
１ 含量也随染毒剂量增加而增加， 这表明镍精炼烟尘会诱导

ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞产生 ＮＬＲＰ３ 炎性小体， 引起炎性因子 ＩＬ⁃１β 分

泌， 并且镍精炼烟尘染毒浓度越高， 炎性因子产生越多， 炎

性反应越严重。
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邻苯二甲酸二（２⁃乙基己）酯对初断乳雄性小鼠的毒性作用
Ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉ⁃（２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ） ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｏｎ ｅａｒｌｙ ｗｅａｎｅｄ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ

白金， 张玉， 张元元， 赛林霖， 陈尚雅， 薄存香

（山东省职业卫生与职业病防治研究院 ／山东第一医科大学 ／山东省医学科学院， 山东 济南　 ２５００６２）

　 　 摘要： 选用 ＩＣＲ 初断乳雄性小鼠， 按体重随机分为对照

组和 ２５０、 ５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 邻苯二甲酸二 （２⁃乙基己） 酯

（ＤＥＨＰ） 染毒组， 连续染毒灌胃 ８ 周， 观察各组小鼠的一般

状况、 血液指标、 脏器系数及病理组织学检查。 结果显示，
ＤＥＨＰ 能损伤小鼠肝脏和睾丸， 且睾丸损伤较明显。

关键词： 邻苯二甲酸二（２⁃乙基己） 酯 （ＤＥＨＰ）； 小鼠；
生殖毒性； 脏器系数
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文章编号：１００２－２２１Ｘ（２０１９）０３－０２０３－０２
ＤＯＩ：１０ １３６３１ ／ ｊ ｃｎｋｉ ｚｇｇｙｙｘ ２０１９ ０３ ０１４
邻苯二甲酸二 （２⁃乙基己）酯［ｄｉ⁃（２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ） ｐｈｔｈａｌａｔｅ，

ＤＥＨＰ］ 属于邻苯二甲酸酯类 （ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒｓ， ＰＡＥｓ） 化合

物， 是常用的塑化剂， 因 ＤＥＨＰ 与塑料间是氢键或范德华力

结合， 易于扩散至大气、 土壤和水域等造成环境污染［１］ ， 对

人体健康造成危害。 本研究选用初断乳 ＩＣＲ 小鼠观察 ＤＥＨＰ
对小鼠的毒性作用， 为研究 ＰＡＥｓ 物质对幼儿及青少年生长发

育的影响提供一定参考。
１　 材料与方法

１ １　 主要试剂及仪器

ＤＥＨＰ （国药集团化学试剂有限公司）， 纯度≥９９ ０％，
溶剂为玉米油。 ＨＭ３２５ 轮转式切片机 （Ｔｈｅｒｍｏ）、 ＹＴ⁃７ＦＢ 摊

烤片机、 ２Ｔ⁃１２Ｍ 组织脱水机、 ＹＴ⁃６ＬＦ 石蜡包埋机， 湖北亚光

医用电子技术有限公司； ＯＬＹＳＩＡ⁃Ｂｉｏｒｅｐｏｒｔ 图像拍摄系统， 日

本奥林巴斯公司。
１ ２　 实验动物及处理

选择初断乳雄性 ＩＣＲ 小鼠 ４０只， 体重 １６～１８ ｇ， 由济南朋悦

实验动物繁育有限公司提供， 动物合格证号： ＳＣＸＫ （鲁）
２０１４０００７。 按体重随机分为对照组和 ＤＥＨＰ 染毒组 （２５０、 ５００、
１ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只。 ＤＥＨＰ 染毒组连续灌胃染毒 ８ 周，
６次 ／周， 于末次染毒２４ ｈ 后处死； 对照组给予等量的玉米油。 实

验在 ＳＰＦ 级动物房内进行， 动物房温度 ２０ ～ ２４℃， 湿度 ４０％
～７０％。
１ ３　 检测指标及方法

（１） 一般状况观察： 观察小鼠每天进食、 饮水、 行为活

动、 尿液、 粪便等有无异常， 每周称重一次。 （２） 血液学指

标测定： 于末次给药后 ２４ ｈ 检测小鼠血液 ＷＢＣ、 ＲＢＣ、 Ｈｂ 及

ＰＬＴ。 （３） 脏器系数： 称量小鼠肝脏、 肾脏、 睾丸湿重， 按脏

器系数 （％） ＝ 脏器湿重 （ ｇ） ／体重 （ ｇ） × １００％ ［２］ 计算。
（４） 病理组织学检查： 各组随机选取 ３ 只小鼠的肝脏、 肾脏、
睾丸组织， 常规病理切片观察其改变。
１ ４　 统计处理

采用 ＳＰＳＳ １３ ０ 软件进行分析。 数据结果以ｘ±ｓ 表示， 组

间比较采用单因素方差分析， 进一步两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔ ｔ 检
验。 检验水准 α＝ ０ ０５。
２　 结果

２ １　 一般情况

５００、 １ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组各有 １ 只小鼠于给药后第 ６ 周出

现小便失禁， 其它小鼠未见明显异常症状。 给药后第 １ 周 １ ０００
ｍｇ ／ ｋｇ 染毒组小鼠体重［（２３ ４０±１ ４１）ｇ］低于对照组 ［ （２４ ８０±
１ ４０） ｇ］， 差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）； ２５０、 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ 染

毒组与对照组比较差异均无统计学意义 （Ｐ＞０ ０５）。
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