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之间#表明

纯度满足分子生物学实验要求)反转录条件!

'- \ $KQ#,

#

/K\K+

#反转录的
A6C@0\

保存)引物设计及合成由上海

捷瑞生物工程限公司完成#以
!

.HAF#,

作为内参)循环条件!

(K\1Q#,

变性#

(K\0K+

#

KK\0K+

#

-1\'%+

扩增
'K

个

循环#

-1\$%Q#,

延伸)收集荧光信号#进行标准化转换得

到各样品的拷贝数$

JF

值%#以
JF

值的均数反映目的基因的表

达#引物序列见表
$

)

>&?&@&I

!

WD+FDN,?M"F

检测
Jb51I$

蛋白的表达
!

提取蛋白

并用二喹啉甲酸$

<J@

%法测定蛋白水平#采用十二烷基硫酸

钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

363.5@=I

%#转膜#免疫反应#稀释

一抗&

2<32

溶解的
KY

脱脂牛奶#磷酸化蛋白使用
2<32

溶解

的
KY

牛血清清蛋白$

<3@

%'#

0\

孵育过夜#二抗用
2<32

稀

释
'%%%

倍#室温下孵育
'%Q#,

#洗涤#采用电化学发光$

IJB

%

法曝光*显影#凝胶成像仪扫描#

@M

E

OH

软件处理系统分析目标

带的灰度值#以甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶$

=@56>

%表达水平作为

内参照)

>&@

!

统计学处理
!

采用
3533$/&%

统计软件进行统计分析#

计量资料以
>]:

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
!

$

%&%K

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

肝功能指标变化
!

各染毒组仔鼠血清
@B2

*

@32

水平及

@32

"

@B2

比值均升高#且随染毒剂量的增加呈上升趋势#与

对照组比较#差异均有统计学意义$

!

$

%&%K

%#见表
1

)

表
1

!!

各组肝功指标比较&

% $̀%

'

>]:

(

组别
@B2

$

a

"

B

%

@32

$

a

"

B

%

@32

"

@B2

对照组
1K&)0]K&$' '-&0-]0&)1 $&)(]%&$K

低剂量染毒组
$/-&)K]$%&%-

"

'((&'1]$(&00

"

1&$']%&K$

"

中剂量染毒组
'K0&')]$-&K%

"

-K/&/0]1(&1-

"

1&$0]%&)/

"

高剂量染毒组
0//&K1]1'&)1

"

$1((&'0]00&$)

"

1&/0]%&)-

"

!!

"

!

!

$

%&%K

#对照组比较

-'%0

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
1(

期



?&?

!

大鼠血脂变化
!

各染毒组仔鼠血清
2=

*

2J

*

B6B.J

水

平均高于对照组#差异均有统计学意义$

!

$

%&%K

%(而血清

>6B.J

水平与对照组比较#差异均无统计学意义$

!

%

%&%K

%#

见表
'

)

表
'

!!

各组血脂水平比较&

% $̀%

'

>]:

(

组别
2=

$

a

"

B

%

2J

$

QQ"M

"

B

%

>6B.J

$

a

"

B

%

B6B.J

$

QQ"M

"

B

%

对照组
$&$1]%&1- 1&/%]%&0K $&%(]%&11 $&K)]%&)-

低剂量染毒组
$&'0]%&0'

"

0&1%]%&K(

"

$&0K]%&1) 1&$']%&10

"

中剂量染毒组
1&()]%&/K

"

K&0(]%&-(

"

$&1K]%&0% 1&0%]%&-0

"

高剂量染毒组
0&'/]%K-

"

K&-%]$&%%

"

$&)(]%&0K '&-0]%&'/

"

!!

"

!

!

$

%&%K

#与对照组比较

?&@

!

大鼠肝脏病理变化
!

肝组织切片镜下显示!对照组仔鼠肝组

织结构正常#低剂量染毒组仔鼠肝窦轻度扩张#中剂量染毒组仔鼠

肝脏轻度炎性细胞灶性浸润和少量小脂滴#高剂量染毒组仔鼠肝

脏中度炎性细胞灶性浸润和大量脂滴#见图
$

)

!!

@

!对照组(

<

!低剂量染毒组(

J

!中剂量染毒组(

6

!高剂量染毒组

图
$

!!

各组仔鼠肝组织
>I

染色&

f1%%

(

?&A

!

大鼠肝组织
3̂ 6

*

=3>.5Z

活性及
46@

水平
!

各染毒组大

鼠肝组织匀浆中
3̂ 6

*

=3>.5Z

活性明显低于对照组#差异均有统

计学意义$

!

$

%&%K

%(中*高剂量染毒组
46@

水平高于对照组#差

异均有统计学意义$

!

$

%&%K

%#见表
0

)

表
0

!!

各组肝组织
3̂ 6

%

=3>.5Z

活力及

!!!

46@

水平比较&

%̀ K

'

>]:

(

组别
3̂ 6

$

8a

"

7

%

=3>.5Z

$

8a

"

7

%

46@

$

'

Q"M

"

7

%

对照组
K1&)0]0&%$ )11&-0]0K&1$ $&-)]%&1K

低剂量染毒组
01&0']K&$$

"

K0$&'1]''&/)

"

1&$']%&'0

中剂量染毒组
'K&$%]1&''

"

'1$&0$]1K&KK

"

1&/)]%&0K

"

高剂量染毒组
$-&'-]$&(1

"

$(/&)']'0&-1

"

'&0)]%&K(

"

!!

"

!

!

$

%&%K

#与对照组比较

?&G

!

仔鼠肝脏
Jb51I$Q:C@

表达
!

:2.5J:

法检测结果显示!

低剂量染毒组肝脏
Jb51I$Q:C@

表达水平与对照组比较#差异

无统计学意义$

!

%

%&%K

%#中*高剂量染毒组与对照组比较#

Jb51I$Q:C@

表达水平均增加$

!

$

%&%K

%#见表
K

)

?&H

!

仔鼠肝脏
Jb51I$

蛋白表达
!

肝脏组织细胞质内黄色颗粒

为
Jb51I$

阳性表达)各染毒组与对照组比较#肝组织中央静脉

周围均有
Jb51I$

沉积#见图
1

(各染毒组
G

值与对照组比较均增

加$

!

$

%&%K

%#见表
K

)

WD+FDN,?M"F

检测结果显示!中*高剂量染毒

组
Jb51I$

蛋白表达水平较对照组高#见图
'

(灰度值见表
K

)

表
K

!!

各组肝组织
Jb51I$Q:C@

相对表达

!!!

水平%灰度值及
G

值&

%̀ K

(

组别
Q:C@

相对

表达$

>]:

%

灰度值相对

内参比值

G

值

$

>]:

%

对照组
1&/]$&1 %&') $'$1&-]$$')&K

低剂量染毒组
1&(]$&$ %&1' 11KK&0]$K'0&$

"

中剂量染毒组
K&(]$&0

"

%&)- 1()'&%]K)%&1

"

高剂量染毒组
-&']1&0

"

$&%0 '-%1&K]$KK'&K

"

!!

"

!

!

$

%&%K

#与对照组比较

!!

@

!对照组(

<

!低剂量染毒组(

J

!中剂量染毒组(

6

!高剂量染毒组

图
1

!!

免疫组织化学法检测各组仔鼠肝脏

Jb51I$

表达&

f1%%

(

!!

J

!对照组(

B

!低剂量染毒组(

4

!中剂量染毒组(

>

!高剂量染毒组

图
'

!!

WD+FDN,?M"F

检测各组仔鼠
Jb51I$

蛋白表达

@

!

讨
!!

论

!!

肝脏作为人体的重要组织器官#参与机体的代谢*解毒*排泄*

凝血*合成血脂等多种生理功能)

@32

和
@B2

是肝脏损伤诊断

中重要的检测指标#肝脏损伤严重与否在很大程度上决定了血脂

水平和载脂蛋白水平&

K

'

)本研究中#各染毒组仔鼠血清
@B2

*

@32

水平及
@32

"

@B2

比值与对照组比较均升高(病理结果显示

染毒组肝脏较多炎性细胞浸润#中*高剂量染毒组有大小不一的脂

滴存在(血脂检测结果显示各染毒组血清
2=

*

2J

和
B6B.J

水平

高于对照组)说明
C5

透过胎盘屏障或者通过乳汁进入到仔鼠体

内#并在肝脏中蓄积#推测孕期和哺乳期暴露
C5

可能是导致仔鼠

肝脏血清酶升高和血脂异常的原因之一)

/'%0

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
1(

期



3̂ 6

是生物体内重要的抗氧化酶#也称为自由基清除剂#它

可以对抗*阻断自由基对各种细胞的损伤#及时修复受损细胞)而

=3>.5Z

为生物体内广泛存在的重要的过氧化物分解酶#可以使

由活性氧和羟基诱发的脂质过氧化物还原成无毒的羟基化合物#

从而保护细胞膜结构及其功能的完整性)因此#

3̂ 6

和
=3>.5Z

构成了生物体内的抗氧化防御系统&

)

'

)

46@

是大量高活性自由

基作用于脂质#发生过氧化反应而生成的过氧化终产物#可引起大

蛋白质*核酸等大分子交联聚合#产生细胞毒性#

46@

水平反映了

体内脂质过氧化损伤程度&

-./

'

)本实验结果显示#抗氧化指标
3̂ 6

和
=3>.5Z

活性降低#氧化终产物
46@

水平增加#提示仔鼠肝细

胞内
3̂ 6

*

=3>.5Z

消耗增加#活性降低#导致氧化应激#与本课题

组前期研究结果相同#也与本次病理切片显示的结果一致!对照组

肝脏组织结构正常#低剂量染毒组仔鼠肝窦轻度扩张#中剂量染毒

组仔鼠肝脏轻度炎性细胞灶性浸润#高剂量染毒组仔鼠肝脏中度

炎性细胞灶性浸润#并有脂滴存在#说明染毒组仔鼠肝脏发生了脂

质代谢紊乱和炎性损伤)

Jb50K%

在肝脏中最丰富#参与广泛的内外源性化合物的合

成代谢#可被多种内外源化合物诱导和抑制#从而影响其对特异性

底物的催化作用&

(

'

)目前人类确定的
Jb50K%

同工酶有
1%

多种#

Jb51I$

是最主要的同工酶#在肝脏中占肝细胞色素酶总量的

-Y

#参与许多低分子有机化合物及药物的体内代谢#并能催化多

种前致癌物和前毒物的活化过程&

$%.$$

'

)

Jb51I$

可引起许多毒物

的代谢和激活#催化产生活性氧$

:̂ 3

%#如超氧阴离子基团和过氧

化氢等#与氧化应激关系密切&

$1

'

)由氧化应激产生的过多的
:̂ 3

会增强脂质过氧化程度#从而损伤细胞生物膜功能#并通过协同细

胞因子及肝细胞凋亡使肝细胞产生炎症*坏死#肝纤维化加重)根

据文献报道#肝细胞内
Jb51I$

表达增加是
:̂ 3

产生的主要原

因&

$'.$0

'

)

综上所述#母鼠孕期和哺乳期暴露
C5

#其仔鼠肝脏过氧化损

伤程度随染毒剂量增加而加重#且中*高剂量染毒组
Jb51I$

Q:C@

和蛋白表达较对照组明显上调#说明
Jb51I$

参与了肝脏

脂质过氧化损伤#其上调可能会进一步加剧肝脏脂质代谢紊乱)
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