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要!为探讨氟化钠对小鼠脾淋巴细胞细胞外信号调节蛋白激酶"

2VZ

#通路相关基因及蛋白表达的影响!将体

内不同氟质量浓度染毒鼠的脾淋巴细胞和体外不同氟浓度作用的脾淋巴细胞经过细菌脂多糖"

JB;

#刺激培养后!

采用
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和
Q9,895-4:#88$-
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检测
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OGD%

在
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水平的转录变化以及
2VZ%

在蛋

白质水平的表达差异'结果显示$小鼠脾淋巴细胞
2VZ

通路的激活可被低质量浓度的氟抑制!但随氟质量浓度增

加!其抑制趋势逐渐减少而转为促进'表明氟化物可通过影响小鼠脾淋巴细胞
2VZ

通路的激活!从而进一步影响

免疫系统的功能'
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氟是动物机体生长所必需的微量元素之一!适

量的氟对动物的牙齿和骨骼的钙化(神经兴奋性传

导和酶系统的代谢等均有促进作用)
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!但过量就会

导致动物出现以牙齿和骨骼病变为主要特征的全身
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刚等$氟对小鼠脾淋巴细胞
2VZ

通路相关基因及蛋白质表达的影响

性中毒症状)

0

*

'近年来!氟对非骨相系统损伤的研

究已引起了广大学者的高度重视!包括神经(生殖以

及免疫系统等)

*!=
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'其中!氟对动物免疫系统的影响

尤为广泛而深刻!可造成免疫紊乱(免疫功能降低(

细胞免疫和体液免疫出现异常!如可引起淋巴细胞

数目的减少(功能的抑制(结构的损伤!巨噬细胞
U7

受体活性下降!粒细胞的移动及吞噬能力减弱!红细

胞免疫黏附能力下降等)
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'因此!探究氟对免疫系

统的毒性机制将会进一步为干预动物氟中毒提供理

论依据'

动物免疫系统的激活是通过免疫细胞对抗原的

识别来启动的!丝裂原活化蛋白激酶"
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X<BZ

#信号通路是抗原识别

重要的信号通路!直接参与转录因子的活化)
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X<BZ

信号通路主要包括四个分支!即细胞外信号

调节蛋白激酶"
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2VZ=

和
7!̀F-

氨基末

端 激 酶 "

7!̀F- [!8953$-E:T$-E,9

!

[̀Z

#!其 中

2VZ%

%

0

的活化是将信号从细胞膜表面受体转导至

细胞核的关键所在!因此!深入研究
2VZ%

%

0

通路

"细胞外调节蛋白激酶通路#对揭示免疫系统激活途

径有着极其重要的意义)
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'在不同的组织细胞中!

2VZ

通路所呈现的功能作用也不同!

2VZ

通路在

肺上皮细胞和骨骼细胞中促进增殖!而在神经细胞

衍生的细胞系"

BH%0

#中却表现为分化作用)
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'但

2VZ

通路在脾淋巴细胞免疫中所呈现的功能!以及

在氟化物作用下脾淋巴细胞
2VZ

通路中相关因子

的数量及功能是否改变尚未见报道'作者通过体内

对小鼠进行
[EU

刺激和体外对脾淋巴细胞进行

[EU

作用!探索
2VZ

通路相关激酶在脾淋巴细胞

中的变化!阐明氟化物对脾淋巴细胞
2VZ

通路的

影响!进一步揭示氟对免疫系统的作用机制!为有效

控制氟的免疫毒性提供作用靶点'
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材料与方法

#E#

!

主要材料
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(

VBXA!%.)&

培养基 "
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H:#-9

!北京#(

@VAKMJ

"
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!大连#(

V@!BHVT$8

"

@EZEVE

!

大连#(

a

V@!BHVT$8

"

dA<Y2[

#(

2VZ%

多克隆兔

抗鼠
A

O

Y

抗体"博奥森!北京#(

LVB

标记的羊抗兔

二抗"博士德!武汉#(培养细胞总蛋白提取试剂盒

"博士德!武汉#(蛋白质相对分子质量
3E5T95

"

U95!

39-8E,

公司#'

#E!

!

动物

试验用
10

只昆明雄性小鼠!体重
0&

O

左右!由

山西医科大学实验动物中心提供'小鼠饲料均为标

准颗粒饲料"氟含量为
(')&3

O

/

T

O

g%

!采用氟离子

电极法测定#由实验动物中心配制提供'小鼠购回

后适应性饲养
%

周后用于试验'

#E'

!

建立体内试验动物模型

)(

只小鼠随机分成
)

组!进行分笼饲养!依次

为对照组"饮用去离子水#(低氟组"饮用含
=&

3

O

/

J

g%

[EU

的去离子水#(中氟组"饮用含
%&&

3

O

/

J

g%

[EU

的去离子水#和高氟组"饮用含
%=&

3

O

/

J

g%

[EU

的去离子水#!每组
%0

只!整个试验

期间所有小鼠自由采食和自由饮水!饲养
/&"

'

#E$

!

小鼠脾淋巴细胞的分离及培养

%')'%

!

体内试验
!!

分别取不同组小鼠!断颈法处

死后
1=f

乙醇浸泡!无菌采取脾并在加含双抗的

BW;

中磨碎!将匀浆液经
(&

目尼龙滤网过滤!得到

单个核细胞悬液!小心加于淋巴细胞分离液之液面

上!

)&&

O

离心
%=3$-

'取中层环状乳白色淋巴细

胞层液体!洗涤
0

次!弃去上清'用含
%=f

小牛血

清的
VBXA!%.)&

重悬细胞沉淀!接种于细胞培养瓶

中!并添加
%&

'

O

/

3J

g%脂多糖"

JB;

#进行刺激!

*1

h

(

=f HM

0

培养箱中培养
)(>

'

%')'0

!

体外试验
!!

取健康小鼠制备脾淋巴细胞!

将其分为
)

组!分别添加不同质量浓度的
[EU

进行

培养!依次为对照组"无
[EU

#(低氟组"

%&

'

3#:

/

J

g%

[EU

#(中氟组"

%&&

'

3#:

/

J

g%

[EU

#和高氟组

"

%&&&

'

3#:

/

J

g%

[EU

#'并在培养基中添加
%&

'

O

/

3J

g%脂多糖"

JB;

#进行刺激!

*1 h

(

=f HM

0

培养箱中培养
)(>

'

#E%

!

,+.@F>7:+1?,

检测

收集培养细胞!使用
@5$G#:

试剂盒提取细胞总

V[<

!并用核酸测定仪测定其浓度'按照
@EZEVE

公司反转录试剂盒合成
7P[<

'利用
B593$95='&

引物设计软件!根据
Y9-WE-T

上的小鼠
'$0

(

"I'$

2

(

MOD%

(

OGD%

和
#

I$"#()

序列设计
BHV

扩增引物!

并通过
[HWA

初步检测引物的特异性'引物由华大

基因公司合成"表
%

#'

按照
dA<Y2[

公司
V9E:!8$39BHV

试剂盒进

行扩增!反应结束后由熔解曲线判定
BHV

反应的特

异性!根据标准曲线以及荧光曲线的
5

@

值计算定

量结果'

/((%
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,+.@F>7:+1?,

的引物
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1/7:+/-+

W

Q+80+-42/,+.@F>7:+1?,

基因

Y9-9

引物"

=i

(

*i

#

B5$395,

产物长度%
4

S

B5#"F78:9-

O

8>

登录号

Y9-WE-TE779,,$#--F3495

'$0

U

V

@Y<H@@YHH<<H<<YY<H<Y

@YYHY@<@H@HHH@@<HH<Y

%)% [X
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&%&/*1
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2

U
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YY<YH@@YY<<Y<HY<@H<Y

@Y<YH@@YHH<@H<@H@Y<Y

%*& [X

0

&0/1(&

MOD%

U

V

HH@@YH<Y<<Y<<YH@YY<Y

HHH<Y@@HYH@Y<@H@@H@H

%*& [X

0

&&(/01

OGD%

U

V
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%*. [X
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&%%/=0'0

#
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U

V
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%)% [X

0
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各目的基因的相对表达量采用
$$

5

@

法计算$

$

5

@

"试验组#

m5

@

"目的基因#

g5

@

"内参基

因#&

$

5

@

"对照组#

m5

@

"目的基因#

g5

@

"内参基

因#&

$$

5

@

m

$

5

@

"试验组#

g

$

5

@

"对照组#&

目的基因的相对表达量
m0

g

$$

5;

'

数据用
X$75#,#D82?79:

进行计算!荧光实时定

量
BHV

结果均用均值
l

标准误"

P

g

l0

P

g

#表示!其中

各基因的表达量所示结果均与看家基因
#

I$"#()

表

达量进行校正'

#EH

!

Y+->+/8;@2>>78

3

检测

用培养细胞总蛋白质提取试剂盒提取培养
)(

>

的脾淋巴细胞总蛋白质!检测浓度后上样!进行

;P;!B<Y2

电泳!后转
B\PU

膜'

B\PU

膜用
=f

W;<

封闭
%>

!加入
2VZ%

一抗"

%s*&&

#

)h

过夜'

用
@W;@

洗膜
*

次!每次
%&3$-

!加入
LVB

标记的

二抗"

%s%&&&&

#

*1h

摇床孵育
%>

!孵育结束后!

用
@W;@

洗膜
*

次!每次
%&3$-

'加入
2HJ

显色剂

显色后暗室曝光!获得有条带的胶片!标定
XE5T95

!

分析扫描!同时做
"

!E78$-

"

%s%&&&

#对照'用
A3!

E

O

9!B5#B:F,.'&

软件对小鼠
2VZ%

和
"

!E78$-

免疫

印迹结果分析!测定目标条带面积和灰度值!目的蛋

白质与内参对比!进行半定量分析'蛋白质含量
m

条带面积
j

平均灰度&目的蛋白质半定量值
m

目的

蛋白质含量%
"

!E78$-

蛋白质含量'

#E&

!

数据统计分析

数据均用,

P

g

l0

P

g

-表示!用
;B;;%1'&

软件进行

单因素方差分析!

A

#

&'&=

表示差异显著!用
"

表

示&

A

#

&'&%

表示差异极显著!用
""

表示'

!

!

结
!

果

!E#

!

,+.@F>7:+1?,

检测氟对脾淋巴细胞
682

"

3B

68

C

"

01D#

和
1,D#

的影响

0'%'%

!

体内结果
!!

由
V9E:!8$39BHV

检测结果

"图
%

#可知!低氟质量浓度"

=&3

O

/

J

g%

#时!

"I'$

2

%

MOD%

%

OGD%

基因的转录量减少!且与对照组相比

MOD%

和
OGD%

的转录差异显著"

A

#

&'&=

#!

"I'$

2

的转录差异极显著"

A

#

&'&%

#&中氟质量浓度"

%&&

3

O

/

J

g%

#时!

"I'$

2

%

OGD%

基因的转录量增加!且

"I'$

2

的转录差异显著"

A

#

&'&=

#!

OGD%

的转录差

异极显著"

A

#

&k&%

#&高氟浓度"

%=&3

O

/

J

g%

#时!

'$0

基因的转录量减少!而
"I'$

2

%

OGD%

基因的转

录量则增加!且
'$0

的转录差异显著"

A

#

&'&=

#!

"I'$

2

与
OGD%

的转录差异极显著"

A

#

&'&%

#'

0'%'0

!

体外结果
!!

由
V9E:!8$39BHV

检测结果

"图
0

#可 知!与 对 照 组 相 比!低 氟 浓 度 "

%&

'

3#:
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检测
9,B#

蛋白质的表达

0'0'%

!

体内结果
!!

由
Q9,895-4:#88$-

O

检测结

果"图
*

#可知!与对照 组 相 比!低 氟 浓 度 "

=&

3

O

/

J

g%

#时!

2VZ%

蛋白质的表达量减少!且差异

极显著"

A

#

&'&%

#&而中氟质量浓度"

%&&3

O

/

J

g%

#

和高氟质量浓度"

%=&3

O

/

J

g%

#时!

2VZ%

蛋白质

的表达量均显著增加"

A

#

&'&=

#'

0'0'0

!

体外结果
!!

由
Q9,895-4:#88$-

O

检测结

果"图
)

#可知!与对照 组 相 比!低 氟 浓 度 "

%&

'

3#:

/

J

g%

#和中氟浓度"

%&&

'

3#:

/

J

g%

#时!

2VZ%

蛋白的表达量均极显著减少"

A

#

&'&%

#&而高氟浓

度"

%&&&

'

3#:

/

J

g%

#时!

2VZ%

蛋白质的表达量增

加!且差异极显著"

A

#

&'&%

#'

'

!

讨
!

论

氟对机体免疫的影响方式是多样的!它能抑制

细胞内蛋白质的合成!抑制
P[<

的合成!引起染色

体的损伤!导致细胞内多种酶活性的降低等!进而抑

制免疫细胞的生成及其增殖和分化!使免疫系统的

代谢发生障碍'细胞免疫的活性降低(功能受抑制!

最终导致机体免疫功能下降)

%%

*

'脾是机体最大的

外周免疫器官!为各种成熟淋巴细胞定居的场所!负

责对血源性抗原产生免疫应答'张广和等)

%0

*研究

发现氟中毒小鼠脾的白髓和红髓中淋巴细胞减少!

郭晓英等)

%*

*发现高浓度的氟能显著降低脾淋巴细

胞对促有丝分裂剂的反应!提示过量氟可影响机体

的免疫功能'

X<BZ

信号通路主要作用于细胞增殖(细胞形

态的调节和细胞凋亡!同时具有高保守性!目前在众

多低等原核细胞和高等哺乳类细胞内均发现多条并

行的
X<BZ

信 号 通 路)

%)

*

'而 细 胞 内 所 有 的

X<BZ,

的激活主要通过三个酶促级联反应来完成

信号转导$在激活蛋白"包括
5E,

超家族
Y@BE,9

!连

%/(%
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!
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进而磷酸化
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的酪氨酸或苏氨酸残基!导致该蛋白激酶的活化!活

化的
X<BZ

可进入细胞核内!使核内转录因子磷酸
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化并激活靶基因!形成脊椎动物细胞信息传入核内

的
X<BZ

级联磷酸化效应)

%=

*

'

2VZ

通路是哺乳

动物细胞
X<BZ

信号转导通路最为重要的一部分!

主要由一个三级酶联功能单位构成!即
5ED

(

X2Z

和

2VZ

激酶!在上游激活蛋白
5E,

的作用下!

5ED

被磷

酸化从而导致
X2Z

和
2VZ

依次被磷酸化激活将

信号从表面受体传导至细胞核!进而介导多种转录

活化!参与细胞的各种功能调节)

%.!%1

*

'

本试验通过对体内外氟中毒小鼠的脾淋巴细胞

进行培养!同时经
V9E:!8$39BHV

方法对脾淋巴细

胞
2VZ

通路中
'$0

(

"I'$

2

(

MOD%

(

OGD%

进行基因

转录水平的检测!并通过
Q9,895-4#:8

检测
2VZ%

在蛋白质水平表达的变化'表明氟对小鼠脾淋巴细

胞
2VZ

通路中各因子的影响!除
'$0

基因无明显转

录差异外!

"I'$

2

(

MOD%

(

OGD%

基因和
2VZ%

蛋白

表达量均表现双向性!即随氟浓度的增加而出现由

减少到逐渐增加的变化趋势!本研究结果与前人报

道一 致'

2'\'@>5E-9

等 曾 通 过 添 加 抑 制 剂

BP/(&=/

抑制
X2Z%

%

0

后!发现氟化钠引起的肺上

皮细胞凋亡数量将会增加!所以
2VZ

的活化很明

显的刺激了细胞的增殖能力!提示在氟化钠的作用

下!肺上皮细胞中
2VZ

的激活会阻碍细胞凋亡(维

持细胞继续增殖和生长)

%&

*

'

Z'L'JEF

等认为一定

剂量的氟能特异性抑制成骨细胞内蛋白酪氨酶磷酸

酶"

B@B

#的活性!进一步导致
X<BZ

%

2VZ

有丝分

裂信号转导途径中起关键作用的信号转导蛋白磷酸

化水平持续增加!增强由生长因子介导的促骨细胞

增殖 作 用!表 明 氟 可 以 促 进
B@B

的 活 化!使

X<BZ

%

2VZ

信号转导能力增加!促进促骨细胞的

增殖作用)

%(

*

'

['\'W#

O

E87>9RE

等研究肺动脉内皮

细胞中
X<BZ

%

2VZ

信号变化时!发现
X<BZ

%

2VZ

信号通路的转导会在氟化物作用下激活)

%/

*

'

因此!本试验结果说明氟化物通过影响
2VZ

通路

相关基因的转录以及蛋白的翻译!进而刺激脾淋巴

细胞的增殖'但是!在
<=)/

人肺上皮细胞和人成

釉细胞谱系细胞中!一定剂量的氟化物也会促进

X<BZ

通路中
S

*(X<BZ

(

[̀Z

的激活!抑制细胞

的增殖而促进细胞凋亡!最终导致细胞凋亡率增加!

细胞数目减少)

0&!0%

*

'因此!推断氟化钠对脾淋巴细

胞的影响!可能是由于同时激活了增殖和凋亡两条

通路!而凋亡通路的激活占主导地位所致!但其具体

作用机制!仍需继续研究氟化钠对凋亡通路的影响!

进一步确认此结论'

$

!

结
!

论

氟化钠可以在一定浓度范围内影响小鼠脾淋巴

细胞
2VZ

通路的激活!从而进一步影响免疫系统

的功能'
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