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摘要:为探讨铅暴露对小鼠胸腺微环境阳性选择相关分子表达的影响,将 24 只健康初断乳 21 日龄清洁级雄性 KM 小鼠随机分为 4 组,分别为

对照(蒸馏水)组和低(200 mg·L - 1)、中(400 mg·L - 1)、高(800 mg·L - 1)剂量乙酸铅染毒组,每组 6 只. 采用自由饮水方式进行染毒,连续染毒

12 周. 染毒结束后,采用流式细胞技术检测小鼠胸腺细胞和胸腺上皮细胞阳性选择相关膜分子的表达. 结果发现, 与对照组比较,各剂量乙酸

铅染毒组小鼠胸腺细胞膜分子 CD4、CD8、CD28 和 LFA-1 及胸腺上皮细胞 H2-A、H2-K、B7 和 ICAM-1 的表达均明显下降,差异显著(p < 0. 05);
且随着乙酸铅染毒剂量的升高,小鼠胸腺细胞膜分子 CD4、CD8、CD28、LFA-1 的表达及胸腺上皮细胞膜分子 H2-A、H2-K、B7、ICAM-1 的表达均

呈下降趋势.
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Abstract: This study investigated the effect of long-term lead exposure on expression of positive selection associated molecules in the mouse thymus micro-
environment. A total of 24 healthy 21-day-old male KM mice were randomly and evenly divided into four groups, labeled as control group ( distilled
water), low (200 mg·L - 1), medium (400 mg·L - 1), and high (800 mg·L - 1) doses of lead acetate exposure group. Mice were continuously exposed
to lead acetate in drinking water for 12 weeks. At the end of the exposure, the expression of positive selection associated membrane molecules on mouse
thymocytes and thymic epithelial cells were assessed by flow cytometry. The results showed that the expression of CD4, CD8, CD28 and LFA-1 in mouse
thymus cell from each dose of lead acetate exposure group significantly decreased in comparisonwith control group. Similarly, the expressions of H2-A,
H2-K, B7 and ICAM-1 in thymic epithelial cells decreased significantly ( p < 0. 05) . Along with increasing doses of lead acetate, the expression of
thymus cell membrane molecules CD4 and CD8, CD28, LFA- 1 displayed a downward trend, and the expression of thymic epithelial cell membrane
molecule H2-A, H2-K, B7 and ICAM-1 showed similar patterns.
Keywords: heavy metal;lead;thymus cells;positive selection
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1　 引言(Introduction)

随着我国工业化进程的发展,包括饮用水、空
气在内的与生活息息相关的环境污染日趋严重,对
人体健康造成了极大威胁(李峰等,2012). 其中以

饮用水的铅污染尤为突出,造成的儿童铅中毒事件

频繁发生. 从生理角度来讲,儿童时期是免疫系统

发育的关键阶段,儿童阶段的铅暴露极易引起系统

性的免疫损伤. 本实验室前期研究结果显示,慢性

铅暴露可导致小鼠胸腺系数增大,且伴有胸腺细胞

膜表面移行相关趋化性细胞因子表达异常(黄青松

等,2012);此外,外周血和胸腺都出现 αβT 细胞百

分率、CD4 + T 细胞百分率等下降的现象(黄青松

等,2012),提示可能是铅对胸腺的毒性所致. 胸腺

内 T 细胞发育最关键的两个过程就是阳性选择和

阴性选择(Gascoigne et al. , 2011),结合前期的研究

结果,提示可能是长期铅暴露引起小鼠胸腺细胞的

阳性选择过程出现异常. 胸腺细胞的阳性选择是胸

腺细 胞 获 得 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 ( Major
histocompatibility complex, MHC)的限制性过程,参
与此过程的关键膜分子就是胸腺细胞和胸腺微环

境表面的 CD4 / CD8、MHC 分子及协同刺激分子淋

巴细胞功能抗原 1 ( Lymphocyte function associated
antigen1, LFA-1)、细胞间黏附分子 1 ( Intercellular
cell adhesion molecule1, ICAM-1)等. 为此,本实验

室拟通过自由饮水进行染毒,制备长期铅暴露小鼠

模型,通过流式细胞技术观察 T 细胞阳性选择相关

膜分子的改变,进而深入探讨铅暴露后的免疫损伤

机制.

2　 材料与方法(Materials and methods)

2. 1　 仪器与试剂　
仪器:BD FACSAria II cell sorter 流式细胞仪

(美国 BD 公司),PB4455ENEU 型 Muse 全能细胞状

态分析仪(德国 Merck Millipor 公司).
试剂:乙酸铅 (分析纯),红细胞裂解液 FACS

Lysing Solution、荧光标记的羊抗鼠抗体 FITC-CD4、
APC-CD3、PE-CY5-CD8、PE-H2-A、FITC-H2-K 及其

相应的同型对照抗体 FITC-IgG、 PE-IgG、 PE-CY5-
IgG、APC-IgG 均购自美国 BD 公司,细胞活力计数试

剂盒(德国 Merck Millipor 公司),Hanks 液,胶原蛋

白酶Ⅳ.
乙酸铅染毒溶液的配制:准确称量 200 mg 乙酸

铅,加入 800 mL 三蒸水,待醋酸铅完全溶解后,用三

蒸水定容至 1L,即为 200 mg·L - 1的乙酸铅溶液,其
他浓度溶液配制方法相同.
2. 2　 实验动物分组及染毒方法

选择同窝出生的健康初断乳 21 日龄清洁级昆

明雄性 KM 小鼠 24 只,体重为(12. 6 ± 1. 5) g,由新

乡医学院实验动物中心提供,动物合格证号为

XY20110452. 小鼠在室温 20 ~ 25 ℃、相对湿度

40% ~60% 、自然光照的清洁级环境中饲养. 实验期

间,动物喂食普通饲料(饲料购自新乡医学院实验

动物中心),可自由摄食、饮水;同时,严格控制其他

可能存在的铅污染,实验中动物的处置符合国家科

学技术部颁布的《关于善待实验动物的指导性意

见》的相关要求.
将实验动物随机分为 4 组,分别为对照(蒸馏

水)组和低(200 mg·L - 1)、中(400 mg·L - 1)、高(800
mg·L - 1)剂量乙酸铅染毒组,每组 6 只. 采用自由饮

水方式进行染毒,连续染毒 12 周. 每周测定并记录

小鼠体重.
2. 3　 胸腺质量及其脏器系数的测定

染毒结束后,称量体重,处死小鼠,迅速分离胸

腺,去除胸腺组织表面的结缔组织被膜,称重并计

算胸腺系数(胸腺系数 =胸腺质量 /体重 × 100% ).
2. 4　 胸腺细胞及胸腺上皮细胞分离

将胸腺大致分为均匀两半,将其中一半用玻片

研磨法制取小鼠胸腺细胞. 另一半切成小块,参考

文献(李倩如等,2011)方法分离胸腺上皮细胞,在
200 目不锈钢滤网上面轻轻碾磨,用 Hanks 液轻轻

洗涤,去除碾磨过程中分离出来的胸腺细胞;随后

将网上残留的组织块用剪刀尽可能剪碎,随后加入

1 mg·mL - 1的胶原蛋白酶Ⅳ,37 ℃孵育 1 h,期间轻

轻晃动几次,将消化后的细胞悬液用 80 目的滤网过

滤;滤过的细胞悬液以 800 g 离心 5 min,弃上清,所
得细胞即为胸腺上皮细胞 ( Thymic epithlial cell,
TEC). 将胸腺细胞和胸腺上皮细胞经 Muse 细胞计

数仪计数细胞浓度及活性(不低于 90% ),采用 PBS
调整胸腺细胞浓度为 6 × 106 cells·mL - 1,调整胸腺

上皮细胞浓度为 2 × 106 cells·mL - 1 .
2. 5　 小鼠胸腺细胞膜分子 CD4、CD8、CD28、LFA-1

的检测

取 500 μL PBS 重悬的胸腺细胞悬液,加入

APC-CD3、FITC-CD4、 PE-CY5-CD8 各 20 μL;另取

500 μL PBS 重悬的胸腺细胞悬液,加入 APC-CD3、

156



环　 　 境　 　 科　 　 学　 　 学　 　 报 33 卷

FITC-LFA-1、PE-CD28 各 20 μL,设置同型对照管,
对应加入等量的同型对照抗体;混匀后,室温避光

孵育 30 min,以 800 g 离心 5 min,PBS 洗涤 1 次,加
入 0. 5 mL PBS 重悬后,经 300 目过滤后,以 CD3 设

置 Gate,上流式细胞仪检测,其中,以 CD3 + 表示胸

腺 T 淋巴细胞;检测 T 细胞表面膜分子的平均荧光

强度(MFI),以实验组 MFI 与同型对照 MFI 之比表

示相应膜分子的表达.
2. 6　 小鼠胸腺上皮细胞 H2-K、H2-A、B7、ICAM- 1

的检测

取 500 μL PBS 重悬的胸腺上皮细胞悬液,加入

20 μL FITC-H2-K、PE-H2-A 抗体;另取 500 μL 胸腺

上皮细胞悬液,加入 FITC-ICAM-1、PE-B7 各 20 μL,
同时设置同型对照管,加入等量的同型对照抗体;
混匀后,室温避光静置 30 min,PBS 洗涤 1 次后加

500 μL 冰冷的 PBS 重悬细胞,经 300 目过滤后,上
流式细胞仪检测. 以实验组 MFI 与同型对照 MFI 之
比表示为相应膜分子的表达.

2. 7　 统计学方法

实验数据均以平均值 ± 标准差(x ± s)表示,采
用 SPSS 13. 0 软件进行统计学分析,多组间比较采

用方差齐性检验和单因素方差分析 ( One Way
ANOVA). 进一步进行组间两两比较时,若方差齐

时,采用 SNK 检验(Student-Newman-Keuls 法);若方

差不齐时,采用 Games-Howell 检验. 以 p < 0. 05 为

差异有统计学意义.

3　 结果(Results)

3. 1　 小鼠体重、胸腺质量及其脏器系数的测定

铅染毒小鼠胸腺质量及其脏器系数的变化见

表 1. 由表 1 可知,与对照组相比,中、高剂量乙酸铅

染毒组小鼠体重明显下降,而胸腺系数明显增加,
差异均有统计学意义(p < 0. 05);且随着乙酸铅染

毒剂量的升高,小鼠体重和胸腺质量均呈下降趋

势,胸腺系数呈上升趋势.

表 1　 铅染毒对小鼠胸腺重量及其脏器系数的影响(n = 6)
Table 1　 The impact of lead exposure on the mouse thymus weight and organ coefficient

组别 体重 / g 胸腺重量 / mg 胸腺系数

对照组 40. 8 ± 3. 9 124. 0 ± 18. 0 2. 8‰ ±0. 4‰

低剂量乙酸铅染毒组 36. 2 ± 3. 1 117. 0 ± 15. 0 3. 0‰ ±0. 5‰

中剂量乙酸铅染毒组 30. 1 ± 2. 3a 102. 0 ± 9. 5a 3. 3‰ ±0. 5‰a

高剂量乙酸铅染毒组 26. 7 ± 1. 9a 99. 0 ± 8. 2a 3. 7‰ ±0. 5‰a

　 　 注:a 与对照组比较,p < 0. 05,下同.

3. 2　 小鼠胸腺细胞膜分子 CD4、CD8、CD28、LFA-1
表达的测定

铅染毒小鼠胸腺 T 细胞膜分子 CD4、 CD8、
CD28、LFA-1 表达的变化见表 2. 由表 2 可知,与对

照组相比,各剂量乙酸铅染毒组小鼠胸腺 T 细胞膜

表面 CD4、CD8、LFA-1、CD28 分子的表达均明显下

降,差异均有统计学意义(p < 0. 05);且随着乙酸铅

染毒剂量的升高,小鼠胸腺 T 细胞 CD4、CD8、LFA-
1、CD28 分子的表达均呈现下降趋势.

表 2　 铅染毒对小鼠胸腺 T 细胞膜分子表达的影响(n = 6)
Table 2　 The impact of lead exposure on the mouse thymic T cell membrane molecules

组别
MFI(实验组) / MFI(同型对照)

CD4 CD8 LFA-1 CD28

对照组 34. 6 ± 4. 7 28. 3 ± 3. 5 26. 4 ± 3. 2 34. 8 ± 4. 5

低剂量乙酸铅染毒组 28. 3 ± 3. 9a 24. 1 ± 2. 9a 20. 6 ± 2. 8a 30. 5 ± 4. 1a

中剂量乙酸铅染毒组 23. 1 ± 3. 2a 20. 7 ± 2. 3a 15. 1 ± 2. 7a 26. 6 ± 3. 4a

高剂量乙酸铅染毒组 17. 2 ± 2. 7a 15. 8 ± 2. 1a 12. 8 ± 2. 4a 23. 4 ± 2. 9a

3. 3　 小鼠胸腺上皮细胞 H2-K、H2-A、B7、ICAM- 1
分子的测定结果

铅染毒后小鼠胸腺上皮细胞 H2-K、H2-A、B7、

ICAM-1 分子表达的变化见表 3. 由表 3 可知,与对

照组相比,各剂量乙酸铅染毒组小鼠胸腺上皮细胞

MHC 分子的 H2-K、H2-A 及 B7、ICAM-1 的表达均
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明显降低,差异均有统计学意义(p < 0. 05);且随着

乙酸铅染毒剂量的升高,小鼠胸腺上皮细胞 H2-K、
H2-A、B7、ICAM-1 的表达均呈现下降趋势.

表 3　 铅染毒对小鼠胸腺上皮细胞 MHC 分子表达的影响(n = 6)
Table 3　 The impact of lead exposure on the expression of MHC molecules of thymic epithelial cells in mice

组别
MFI(实验组) / MFI(同型对照)

H2-K H2-A B7 ICAM-1

对照组 43. 3 ± 5. 4 34. 6 ± 4. 5 15. 6 ± 1. 8 44. 1 ± 5. 1

低剂量乙酸铅染毒组 38. 2 ± 4. 6a 31. 3 ± 3. 7a 12. 8 ± 1. 9a 35. 2 ± 3. 5a

中剂量乙酸铅染毒组 30. 5 ± 3. 8a 27. 2 ± 3. 4a 10. 7 ± 1. 5a 31. 7 ± 3. 2a

高剂量乙酸铅染毒组 28. 4 ± 3. 7a 23. 5 ± 3. 0a 9. 6 ± 1. 1a 22. 8 ± 2. 1a

4　 讨论(Discussion)

金属毒物可能影响免疫调节功能,增加传染

病、癌症或自身免疫性疾病的发病率. 铅作为最主

要的重金属环境毒物已引起广泛关注,连续低剂量

暴露可引发各种健康问题. 研究表明,铅可诱导神

经细胞凋亡(徐进等,2007; 2006),也可诱导 DNA
损伤、氧化还原损伤(连灵君等,2006),对肝脏也有

明显毒副作用(吴晨等,2006,徐进等,2004,李婷婷

等,2007),但铅对儿童免疫系统的影响更为严重.
而 T 细胞是免疫系统的核心,其数目、功能的异常

均会导致严重的免疫缺陷或自身免疫性疾病,因而

T 细胞发育的研究一直是免疫学的热点. 近年来,对
于 T 细胞在胸腺中的发育研究主要集中在胸腺微

环境的生理状态或病理改变对 T 细胞分化的影响

上(Love et al. , 2011). 胸腺微环境主要由胸腺基质

细胞(包括胸腺上皮细胞、巨噬细胞、树突状细胞、
纤维细胞)、细胞外基质和细胞因子组成,其中,最
为重要的就是胸腺上皮细胞(Manley et al. ,2011).
胸腺上皮细胞表达的 p-选择素可聚集造血干细胞,
促进骨髓来源的造血干细胞向 T 细胞发育(Sultana
et al. , 2012);而胸腺上皮细胞的再生能力受损可

导致全系 T 细胞数量及质量的整体下降 ( Rode
et al. ,2012). 胸腺上皮细胞膜分子 Aire 蛋白的缺失

同样可造成小鼠易患甲状旁腺功能减退、慢性念珠

菌感染等自身免疫性疾病(Akirav et al. 2011). 但
毫无疑问,胸腺微环境最重要的作用仍然是参与 T
细胞的阴性选择和阳性选择. 尽管铅暴露与 T 细胞

关系的研究并不少见,但并未涉及到 T 细胞的发

育,尤其是 T 细胞在胸腺中的发育. 本研究将以长

期铅暴露的小鼠为模型,观察与 T 细胞发育相关的

胸腺上皮细胞膜分子的变化,为其机制研究提供理

论依据.

众所周知,胸腺是重要的中枢免疫器官,是 T
淋巴细胞发育、分化、成熟的场所,而 T 淋巴细胞在

胸腺内的发育是一个高度有序的、多阶段的过程

(Anderson et al. ,2012),最关键的就是赋予 T 细胞

MHC 限制性的阳性选择和清除自身反应性 T 细胞

的阴性选择. 本课题组前期的实验表明,长期铅暴

露导致的胸腺系数增大和 T 细胞亚群比例失衡可

能是由于阳性选择异常造成的(黄青松等,2012).
故本实验着重讨论铅暴露与阳性选择相关的胸腺

微环境变化.
由于阳性选择是赋予 T 细胞获得自身 MHC 的

限制性过程,而参与此过程的主要是 T 细胞表面的

膜分子 CD4、CD8 和胸腺上皮细胞表面的 MHC 分

子 H2-A、H2-K 等,第二信号 CD28-B7 和协同刺激

信号 ICAM-1 / LFA-1(Nitta et al. , 2008),故本实验

首先检测了 T 细胞表面的 CD4 和 CD8 分子的表达,
结果显示,各剂量乙酸铅染毒组小鼠胸腺 T 细胞膜

表面 CD4 和 CD8 分子的表达均明显下降;而随后检

测胸腺上皮细胞膜表面的 MHCⅠ类分子 H2-A 和Ⅱ
类分子 H2-K 也出现类似的结果. 这说明参与胸腺 T
细胞阳性选择最关键的膜分子在细胞膜的表达明

显减少. 有研究表明,无论是外周血 T 细胞识别外

界抗原后的克隆性增殖还是胸腺中 T 细胞识别

MHC 分子后的克隆清除,都依赖于 T 细胞膜分子

CD4 或 CD8 和胸腺微环境的 MHC 分子 H2-A 和

H2-K 的相互识别,而识别后的信号传递并非简单的

有或无,通常需要一定数目的膜分子相互接触

(Alarcón et al. , 2011),大约为 50 ~ 100 的分子配

对,过低的分子配对不足以引起 T 细胞的下游信号

传递;同样地,对阳性选择起着关键辅助作用的第

二信号 CD28 / B7 和协同刺激信号 ICAM- 1 / LFA- 1
也需要一定数量的分子配对才能起到辅助活化的

作用(Springer et al. ,2012). 而本研究结果显示,无
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论是第二信号还是协同刺激信号膜分子都出现明

显下降,这些信号分子配对表达的整体性下降必然

导致胸腺中 T 细胞选择异常,选择异常的结果必然

是 CD4 + CD8 + 双阳性 T 细胞向 CD4 或 CD8 单阳

性细胞分化障碍,表现出来就是单阳性细胞百分率

降低,双阳性细胞百分率上升,这与文献(黄青松

等,2012)的研究结果相吻合.
本研究发现,长期铅暴露后可导致胸腺细胞和

胸腺微环境以及与 T 细胞分化发育相关的膜分子

表达异常下降,而膜分子表达的异常下降必然会导

致胸腺细胞的选择异常,无论是选择失败还是选择

无能,导致的结果必然是双阳性细胞百分比的升

高,而关于选择异常的信号机制需在今后的研究中

进一步探讨.

5　 结论( Conclusions)

1)长期铅暴露可导致小鼠胸腺 T 细胞表面克

隆选择相关分子 CD4、CD8、CD28、LFA-1 等表达降

低,克隆选择是 T 细胞在胸腺中发育的关键过程.
2)长期铅暴露也可导致小鼠胸腺上皮细胞克

隆选择的相关分子 H2-K、H2-A、B7、ICAM-1 的表达

降低,该细胞是胸腺微环境的关键组成细胞.
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