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摘　 要： 本试验旨在研究叶酸对铅诱导的大鼠肺脏中氧化应激相关蛋白核因子 Ｅ２ 相关因子 ２
（Ｎｒｆ２）、血红素氧合酶－１（ＨＯ⁃１）与内质网应激相关蛋白 Ｃ ／ ＥＢＰ 同源蛋白（ＣＨＯＰ）、葡萄糖调

节蛋白 ７８（ＧＲＰ７８）表达的影响，探讨叶酸对铅暴露导致的肺脏损伤的干预作用。 将 ３２ 只成年

无特定病原体（ＳＰＦ）级雄性 ＳＤ 大鼠按体重一致原则平均分成 ４ 组（ ｎ ＝ ８）：对照组（Ｃ 组，自由

饮水＋１ ｍＬ 去离子水灌胃）、染铅组（Ｌ 组，自由饮 ０．２％的醋酸铅溶液＋１ ｍＬ 去离子水灌胃）、干
预组（ Ｉ 组，自由饮 ０．２％的醋酸铅溶液＋１ ｍＬ 叶酸悬浊液灌胃）、叶酸组（Ｆ 组，自由饮水＋１ ｍＬ
叶酸悬浊液灌胃）。 叶酸悬浊液按照 ０．４ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的灌胃剂量配制，各组大鼠每天灌胃 １ 次，
连续灌胃 １４ ｄ 后取肺脏组织，用免疫荧光法测定 Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１、ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８ 这 ４ 种蛋白的表达

水平。 结果表明：与 Ｃ 组相比，Ｌ 组、Ｉ 组和 Ｆ 组的初体重、末体重、日增重、净增重、肺脏指数无

显著变化（Ｐ＞０．０５）；Ｌ 组、Ｉ 组和 Ｆ 组肺脏中 ＣＨＯＰ 和 ＧＲＰ７８ 蛋白的表达水平显著升高（Ｐ＜
０．０５）；Ｌ 组和 Ｉ 组肺脏中 ＨＯ⁃１ 蛋白的表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２ 蛋白表达水平无显著

变化（Ｐ＞０．０５）；Ｆ 组肺脏中 ＨＯ⁃１ 蛋白的表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２ 蛋白表达水平无显

著变化（Ｐ＞０．０５）。 与 Ｌ 组相比，Ｉ 组和 Ｆ 组的初体重、末体重、日增重、净增重、肺脏指数差异不

显著（Ｐ＞０．０５）；Ｉ 组、Ｆ 组肺脏中 ＨＯ⁃１ 和 ＣＨＯＰ 蛋白的表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｎｒｆ２ 和

ＧＲＰ７８ 蛋白的表达水平均无显著变化（Ｐ＞０．０５）。 由以上结果可知：１）铅暴露使大鼠肺脏中

ＨＯ⁃１、ＣＨＯＰ 蛋白的表达水平升高，而叶酸干预后降低了 ＨＯ⁃１、ＣＨＯＰ 蛋白的表达水平；２）铅暴

露引起的大鼠肺脏氧化应激、内质网应激分别与 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１、ＧＲＰ７８ ／ ＣＨＯＰ 通路密切相关，叶酸

对 ＨＯ⁃１、ＣＨＯＰ 蛋白的表达有直接影响；３）０．４ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的叶酸对 ０．２％醋酸铅暴露引起的氧

化应激和内质网应激而造成的大鼠肺脏损伤具有一定的拮抗作用。
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　 　 铅（Ｐｂ）是一种具有蓄积毒性的重金属，当与

被铅污染的水、空气接触时，铅可经过呼吸、饮食

及皮肤黏膜等途径进入人和动物体内［１］ 。 铅暴露

可诱导胃肠道、血液、脏器、生殖系统、免疫调节、
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神经功能紊乱。 研究发现大鼠口服 ０．５ ｇ ／ Ｌ 的乙

酸铅会诱导因氧化应激和内质网应激造成的心脏

损伤［２］ 。 Ｓａｍａｒｇｈａｎｄｉａｎ 等［３］研究表明醋酸铅通过

诱导氧化应激引起呼吸紊乱，对肺脏造成损伤。
氧化应激会引起过量的活性氧（ＲＯＳ）和活性氮

（ＲＮＳ）生成和抗氧化酶活性降低，进而导致人体

和 动 物 细 胞 损 伤［４］ 。 核 因 子 Ｅ２ 相 关 因 子 ２
（Ｎｒｆ２）是一种通过大量的 ＲＯＳ 和 ＲＮＳ 来响应细

胞损伤的氧化应激表达中的关键转录因子，与抗

氧化反应元件 （ＡＲＥ） 结合，并介导血红素氧合

酶－１（ＨＯ⁃１）的表达，共同在细胞氧化损伤方面发

挥着重要的抑制作用，可作为机体内拮抗氧化损

伤的第 １ 道防线［５－６］ 。 氧化应激可促使内质网应

激参与细胞凋亡，这与内质网应激相关蛋白 Ｃ ／
ＥＢＰ 同 源 蛋 白 （ ＣＨＯＰ）、 葡 萄 糖 调 节 蛋 白 ７８
（ＧＲＰ７８） 表 达 的 上 调 和 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶 － １２
（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２）的激活有关［７－８］ 。 ＧＲＰ７８ 是内质网

腔内的 Ｃａ２＋结合分子伴侣，具有调节高氧相关内

质网应激的作用。 高氧诱导的 ＧＲＰ７８ 表达上调激

活了内质网上介导细胞凋亡的关键信号传导组件

ＣＨＯＰ 的过表达，促进了高氧时肺上皮细胞的凋

亡［９］ 。 氧化应激相关蛋白 Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１ 和内质网应

激相关蛋白 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ 之间存在有一定关系。
一方面，Ｎｒｆ２ 可通过抑制内质网 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ 和

Ｃａｓｐａｓｅ⁃１２ 凋亡通路来抑制内质网应激神经细胞

凋亡［１０］ ；另一方面，低水平的 ＧＲＰ７８ 可能通过改

变 Ｅ－钙黏蛋白和波形蛋白的表达，激活 Ｎｒｆ２ ／
ＨＯ⁃１信号通路，导致结肠癌细胞转移和侵袭能力

增强［１１］ 。 铅暴露导致的氧化应激和内质网应激对

机体各个器官和组织均造成不同程度的损伤。
　 　 一项研究发现维生素 Ｃ、维生素 Ｅ、β－胡萝卜

素、锌和硒等对铅诱导的脏器及组织的氧化损伤

具有保护作用［１２］ ，还有研究表明 ０．４ ｍｇ ／ ｋｇ 的叶

酸对 ０．２％醋酸铅暴露导致的大脑海马和皮层［１３］ 、
肝脏［１４］的氧化损伤具有保护作用。 叶酸是 Ｂ 族

维生素之一，可以作为自由基清除剂增强内源性

抗氧化酶活性，起到抗氧化作用［１５］ 。 关于叶酸干

预脏器和组织氧化损伤的研究较多，但是叶酸对

铅诱导的氧化应激和内质网应激引起的肺脏损伤

的干预作用尚未见报道。 本试验拟通过观察叶酸

对铅暴露大鼠体重、肺脏指数以及肺脏中 Ｎｒｆ２、
ＨＯ⁃１、ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８ 蛋白表达水平的影响，探讨

叶酸对铅暴露大鼠因氧化应激和内质网应激引起

的肺脏损伤的干预作用。

１　 材料与方法
１．１　 试验材料

　 　 醋酸铅，北京化工厂；叶酸，英国 Ａｂｃａｍ 公司；
鼠单克隆一抗（Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１、ＣＨＯＰ 和 ＧＲＰ７８）及二

抗［辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗鼠抗体和羊

抗兔抗体］，美国 ＣＳＴ 公司。
１．２　 动物分组及模型的建立

　 　 选择 ３２ 只成年无特定病原体（ ＳＰＦ）级雄性

ＳＤ 大鼠［河南省实验动物中心，合格证号：ＳＹＸＫ
（豫）２０１８－０００５］，体重 ２００ ～ ２２０ ｇ，按体重一致的

原则平均分成 ４ 组（ｎ ＝ ８），各组进行如下处理：对
照组（Ｃ 组），自由饮水＋１ ｍＬ 去离子水灌胃；染铅

组（Ｌ 组），自由饮 ０．２％的醋酸铅溶液＋１ ｍＬ 去离

子水灌胃；干预组（ Ｉ 组），自由饮 ０．２％的醋酸铅溶

液＋１ ｍＬ 叶酸（剂量为 ０．４ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）悬浊液灌

胃；叶酸组（Ｆ 组），自由饮水＋１ ｍＬ 叶酸（剂量为

０．４ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ）悬浊液灌胃。 叶酸每 ２ ｄ 配制 １
次，并避光保存，每天固定时间（１５：００—１７：００）灌
胃 １ 次，连续灌胃 １４ ｄ。 试验大鼠在温度为 ２０ ～
２５ ℃ ，相对湿度为 ５０％ ～ ５５％，光、暗分别为 １２ ｈ
的清洁标准房间内饲养，所喂饲粮为河南省实验

动物中心提供的辐照灭菌颗粒饲料。
１．３　 大鼠体重变化的记录

　 　 试验从开始到结束期间，每天用分析天平称

量大鼠体重，测定各组大鼠的体重变化。
１．４　 样本采集与脏器指数测定

　 　 腹腔注射 ７％水合氯醛（３．５ ｍＬ ／ ｋｇ）将大鼠麻

醉后处死，解剖后在冰上迅速分离出左肺组织，吸
干组织表面水分并称重。 将左肺的上半叶组织和

下半叶组织分开，以分别测定氧化应激相关蛋白

Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１ 和内质网应激相关蛋白 ＣＨＯＰ 和

ＧＲＰ７８ 的表达情况。 去其脂肪、筋膜，滤纸除污

血，随后立即冷冻于无菌冻存管内，待取样全部结

束后，转至－８０ ℃冰箱中保存、待用。
　 　 肺脏指数计算公式如下：

肺脏指数（％）＝ １００×肺脏重（ｇ） ／体重（ｇ）。
１．５ 　 肺脏中氧化应激相关蛋白 Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１ 和

内质网应激相关蛋白 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８ 蛋白表达

水平的测定

　 　 将肺脏组织从冰箱中取出，４％甲醛固定 ２４ ｈ，
经石蜡包埋切片，二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水。 取
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出左肺上半叶组织切片，用柠檬酸抗原在微波中

热修复 １２ ｍｉｎ，冷却后用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗 ４
次，滴入 １０％封闭液，常温放置 ２０ ｍｉｎ 后甩去，加
一抗（Ｎｒｆ２ 和 ＨＯ⁃１，按 １∶２００ 稀释）置 ４ ℃孵育过

夜。 同时取出左肺下半叶组织切片，同样经 ＰＢＳ
洗 ４ 次，抗原热修复 １２ ｍｉｎ，滴入 １０％封闭液，常
温放置 ２０ ｍｉｎ 后甩去，加一抗（按 １ ∶８００ 稀释的

ＣＨＯＰ 和按 １∶１ ０００ 稀释的 ＧＲＰ７８）置 ４ ℃孵育过

夜。 次日，用 ＰＢＳ 洗后加入按 １∶１ ０００ 稀释后的二

抗（ＨＲＰ 标记羊抗鼠和羊抗兔），在 ３７ ℃ 孵育

９０ ｍｉｎ。 再用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，使用显色剂二氨基苯

联胺（ＤＡＢ）显色，并经 ４′，６－二脒基－２－苯基吲哚

（ＤＡＰＩ）复染细胞核 １ ｍｉｎ、防猝灭剂封片后，镜检

拍照。 选择显微镜（２００×）下 ５ 个不同视野采集图

像，用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ （ ＩＰＰ） ６．０ 软件进行分析，计
算出阳性反应物的平均积分光密度 （ＡＩＯＤ） 值

（ＡＩＯＤ＝总 ＡＩＯＤ ／面积）。
１．６　 统计分析

　 　 数据采用 ＳＰＳＳ １６．０ 软件进行单因素方差分

析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５ 表示差异显著。 数

据用平均值±标准差表示。

２　 结果与分析
２．１　 各组大鼠体重变化及肺脏指数

　 　 由表 １ 可知，与 Ｃ 组相比，Ｌ 组、Ｉ 组和 Ｆ 组的

初体重、末体重、日增重、净增重和肺脏指数均有

所降低，但差异均不显著（Ｐ＞０．０５）；与 Ｌ 组相比，Ｉ
组和 Ｆ 组的初体重和肺脏指数以及 Ｆ 组的末体重

均有所升高，Ｉ 组和 Ｆ 组的日增重、净增重有所降

低，但差异均不显著（Ｐ＞０．０５）；Ｉ 组的末体重较 Ｌ
组降低，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表 １　 各组大鼠体重变化及肺脏指数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｎ＝ ８）

项目

Ｉｔｅｍｓ
Ｃ 组

Ｇｒｏｕｐ Ｃ
Ｌ 组

Ｇｒｏｕｐ Ｌ
Ｉ 组

Ｇｒｏｕｐ Ｉ
Ｆ 组

Ｇｒｏｕｐ Ｆ
初体重 ＩＢＷ ／ ｇ ２５８．５４８±１０．４８５ ２４９．３１４±２１．５３７ ２５１．４８９±８．１５９ ２５７．６５１±７．７２６
末体重 ＦＢＷ ／ ｇ ３３８．１２３±２１．５９１ ３２３．４２６±１８．６４５ ３０９．５２４±１５．７４５ ３３０．７１８±１１．７６２
日增重 Ｄａｉｌｙ ｇａｉｎ ／ ｇ ６．６３７±１．１４７ ６．１７６±１．１７８ ４．８３６±１．４８９ ６．０８９±１．０３０
净增重 Ｎｅｔ ｇａｉｎ ／ ｇ ７９．６４４±１３．７６３ ７４．１１３±１４．１４１ ５８．０３４±１７．８６６ ７３．０６７±１２．３６２
肺脏指数 Ｌｕｎｇ ｉｎｄｅｘ ０．２２７±０．０７１ ０．１８８±０．０３１ ０．１９９±０．０４８ ０．２２３±０．０３２

　 　 数据肩标∗表示与 Ｃ 组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），＃表示与 Ｌ 组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），无符号表示与 Ｃ 组和 Ｌ 组均

无显著差异（Ｐ＞０．０５）。
　 　 Ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ∗ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｗｉｔｈ ＃ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｌ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｙ ｓｙｍｂｏｌｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ Ｃ ａｎｄ Ｌ （Ｐ＞０．０５） ．

２．２ 　 叶酸对各组大鼠肺脏中 Ｎｒｆ２ 蛋白表达

水平的影响

　 　 图 １－Ａ 为大鼠肺脏中 Ｎｒｆ２ 蛋白免疫荧光染

色的结果，图中可见阳性反应物中的淡蓝色颗粒

是细胞核，红色颗粒是 Ｎｒｆ２ 蛋白的阳性表达，红色

颗粒数量与 Ｎｒｆ２ 蛋白表达水平成正比，即红色颗

粒数量越多，Ｎｒｆ２ 蛋白在肺脏中表达的就越多。
由图 １－Ｂ 可知，与 Ｃ 组相比，Ｌ 组和 Ｉ 组肺脏中阳

性反应物的 ＡＩＯＤ 值升高， Ｆ 组阳性反应物的

ＡＩＯＤ 值下降，但差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
与 Ｌ 组相比较，Ｉ 组阳性反应物的 ＡＩＯＤ 值升高，Ｆ
组阳性反应物的 ＡＩＯＤ 值下降，但差异均无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）。

２．３ 　 叶酸对各组大鼠肺脏中 ＨＯ⁃１ 蛋白表达

水平的影响

　 　 图 ２－Ａ 为大鼠肺脏中 ＨＯ⁃１ 蛋白免疫荧光染

色的结果，图中可见阳性反应物中的淡蓝色颗粒

是细胞核，红色颗粒是 ＨＯ⁃１ 蛋白的阳性表达，红
色颗粒数量与 ＨＯ⁃１ 蛋白表达水平成正比，即红色

颗粒数量越多，ＨＯ⁃１ 蛋白在肺脏中表达的就越

多。 由图 ２－Ｂ 可知，与 Ｃ 组相比，Ｌ 组和 Ｉ 组阳性

反应物的 ＡＩＯＤ 值显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｆ 组阳性

反应物的 ＡＩＯＤ 值下降，但差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；与 Ｌ 组相比， Ｉ 组和 Ｆ 组阳性反应物的

ＡＩＯＤ 值显著下降（Ｐ＜０．０５）。
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　 　 图 Ａ 是各组肺脏中 Ｎｒｆ２ 蛋白免疫荧光染色的结果，图 Ｂ 是各组肺脏中 Ｎｒｆ２ 蛋白的表达水平（以阳性反应物的 ＡＩＯＤ
值表示，ｎ＝ ８）。
　 　 Ａ ｗａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ Ｂ ｗａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ＡＩＯＤ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔａｎｔ， ｎ＝ ８） ．
　 　 ∗表示与 Ｃ 组相比差异显著（Ｐ＜０．０５），＃表示与 Ｌ 组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。 下图同。
　 　 ∗ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｃ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ＃ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ Ｌ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 １　 各组肺脏中 Ｎｒｆ２ 蛋白的表达水平

Ｆｉｇ．１　 Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 图 Ａ 是各组肺脏中 ＨＯ⁃１ 蛋白免疫荧光染色的结果，图 Ｂ 是各组肺脏中 ＨＯ⁃１ 蛋白的表达水平（以阳性反应物的

ＡＩＯＤ 值表示，ｎ＝ ８）。
　 　 Ａ ｗａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＨＯ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ Ｂ ｗａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＨＯ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ＡＩＯＤ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔａｎｔ， ｎ＝ ８） ．

图 ２　 各组肺脏中 ＨＯ⁃１ 蛋白的表达水平

Ｆｉｇ．２　 ＨＯ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２．４ 　 叶酸对各组大鼠肺脏中 ＣＨＯＰ 蛋白表达

水平的影响

　 　 图 ３－Ａ 为大鼠肺脏中 ＣＨＯＰ 蛋白免疫荧光染

色的结果，图中可见阳性反应物中的淡蓝色颗粒

是细胞核，红色颗粒是 ＣＨＯＰ 蛋白的阳性表达，红
色颗粒数量与 ＣＨＯＰ 蛋白表达水平成正比，即红

色颗粒数量越多，ＣＨＯＰ 蛋白在肺脏中表达的就越

多。 由图 ３－Ｂ 可知，与 Ｃ 组相比，Ｌ 组、Ｉ 组和 Ｆ 组

阳性反应物的 ＡＩＯＤ 值显著升高（Ｐ＜０．０５）；与 Ｌ
组相比，Ｉ 组和 Ｆ 组阳性反应物的 ＡＩＯＤ 值显著下

降（Ｐ＜０．０５）。
２．５　 叶酸对各组大鼠肺脏中 ＧＲＰ７８ 蛋白表达

水平的影响

　 　 图 ４－Ａ 为大鼠肺脏中 ＧＲＰ７８ 蛋白免疫荧光

染色的结果，图中可见阳性反应物中的淡蓝色颗

粒是细胞核，红色颗粒是 ＧＲＰ７８ 蛋白的阳性表达，
红色颗粒数量与 ＧＲＰ７８ 蛋白表达水平成正比，即
红色颗粒数量越多，ＧＲＰ７８ 蛋白在肺脏中表达的

就越多。 由图 ４－Ｂ 可知，与 Ｃ 组相比，Ｌ 组、Ｉ 组和

Ｆ 组阳性反应物的 ＡＩＯＤ 值显著升高（Ｐ＜０．０５）；
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与 Ｌ 组相比，Ｉ 组和 Ｆ 组阳性反应物的 ＡＩＯＤ 值下 降，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

　 　 图 Ａ 是各组肺脏中 ＣＨＯＰ 蛋白免疫荧光染色的结果，图 Ｂ 是各组肺脏中 ＣＨＯＰ 蛋白的表达水平（以阳性反应物的

ＡＩＯＤ 值表示，ｎ＝ ８）。
　 　 Ａ ｗａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＣＨＯＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ Ｂ ｗａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＣＨＯＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ＡＩＯＤ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔａｎｔ， ｎ＝ ８） ．

图 ３　 各组肺脏中 ＣＨＯＰ 蛋白的表达水平

Ｆｉｇ．３　 ＣＨＯＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

　 　 图 Ａ 是各组肺脏中 ＧＲＰ７８ 蛋白免疫荧光染色的结果，图 Ｂ 是各组肺脏中 ＧＲＰ７８ 蛋白的表达水平（以阳性反应物的

ＡＩＯＤ 值表示，ｎ＝ ８）。
　 　 Ａ ｗａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＧＲＰ７８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ Ｂ ｗａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＧＲＰ７８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ＡＩＯＤ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔａｎｔ， ｎ＝ ８） ．

图 ４　 各组肺脏中 ＧＲＰ７８ 蛋白的表达水平

Ｆｉｇ．４　 ＧＲＰ７８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｌｕｎｇ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论
３．１　 叶酸对大鼠生长性能与肺脏指数的影响

　 　 本试验结果显示，在叶酸干预铅暴露的大鼠

过程中，各组大鼠的体重变化和肺脏指数差异不

显著。 许多动物试验表明，铅中毒可显著影响机

体的生长发育，导致体增重下降［１６－１８］ 。 铅对生长

发育的抑制机制尚不清楚，可能原因是铅暴露造

成体内超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶等

一些抗氧化酶的活性降低，致使机体产生氧化损

伤［１９］ 。 一项研究结果显示，０．７５ ｍｇ ／ ｋｇ 叶酸致使

动物的体重减少，１．５０ 和 ３．００ ｍｇ ／ ｋｇ 的叶酸使动

物体重显著增加，叶酸剂量为 ３．００ ｍｇ ／ ｋｇ 时体重

达到最佳，表明体重增加和叶酸剂量呈剂量依赖

性［２０］ 。 杨霄鹏等［２１］的研究发现，铅暴露不同时间

后，各组大鼠尤其是高铅组大鼠的各个脏器都有

不同程度的损伤，损伤的程度由重到轻顺序为肾

脏＞心脏＞肝脏＞肺脏，肺脏的损伤最轻，但在高铅

环境下暴露 １８０ ｄ 时，个别动物出现肺泡间隔增

宽，肺脏充血、水肿。 这说明铅致脏器损害程度与

铅染毒剂量和暴露时间长短密切相关。 研究表明

叶酸对大鼠肺脏损伤有一定的保护作用，且此作
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用在一定范围内随叶酸剂量的增加而增强［２２－２３］ 。
　 　 叶酸作为动物机体必需的一种维生素，对动

物的生长发育有很重要的生理作用。 在动物饲粮

中补充适量的叶酸可改善大鼠的生长性能，但适

宜的添加量需要进一步做试验来确定。
３．２　 叶酸对大鼠肺脏中氧化应激相关蛋白表达的

影响

　 　 研究表明铅对人体和动物的多种器官和组织

造成毒性作用，尤其是对呼吸系统的危害极大，导
致肺部出现炎症和病变［３，２４］ 。 Ｎｉｒｍａｌｌｙａ 等［１９］ 的

研究表明其主要机制是铅暴露诱导的 ＲＯＳ、ＲＮＳ
等自由基大量堆积引起了机体内氧化还原状态的

不平衡，当人体和动物的肺脏组织长期处在铅暴

露下，谷胱甘肽含量和一些重要的抗氧化酶如超

氧化物歧化酶活性降低甚至失活，丙二醛和一氧

化氮含量升高，加快细胞膜中的脂质过氧化过程，
这和 Ｄｕｍｋｏｖá 等［２５］ 的研究结果相一致。 这种变

化促使转录因子 Ｎｒｆ２ 蛋白表达上调，从而激活

ＨＯ⁃１ 蛋白的表达，这些都构成了体内氧化应激中

的第 １ 道抗氧化屏障［２６］ 。
　 　 大量研究表明，０． ４ ｍｇ ／ （ ｋｇ· ｄ） 的叶酸对

０．１％ ～ ０．２％醋酸铅导致的脏器和中枢神经氧化损

伤 起 到 了 一 定 的 保 护 作 用［１３－１４，２７－２８］ 。 Ｇｏｍａａ
等［２９］ 研 究 了 ２ ｍｇ ／ （ ｋｇ · ｄ ） 叶 酸 对 由

１０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）醋酸铅导致的大鼠睾丸功能障碍

的保护作用，结果表明叶酸可减轻氧化应激和炎

症反应，保护了大鼠的睾丸功能。 本研究结果显

示，与 Ｃ 组相比，Ｌ 组肺脏中氧化应激相关蛋白

Ｎｒｆ２、ＨＯ⁃１ 的表达水平升高，进一步证实了 Ｎｒｆ２
作为氧化应激的传感器，在细胞受到铅诱导的氧

化应激时，能够迅速启动防御功能，激活抗氧化基

因 ＨＯ⁃１ 的高水平表达，发挥其抗氧化的作用［２６］ 。
但在叶酸干预后，与 Ｌ 组相比，Ｉ 组肺脏中 ＨＯ⁃１ 蛋

白的表达水平显著降低，而 Ｎｒｆ２ 蛋白的表达水平

虽有增加却无显著差异，这可能与叶酸的剂量高

低和观察时间的长短有关，低剂量的叶酸在短时

间内未观察到其对 Ｎｒｆ２ 蛋白造成影响。
３．３ 　 叶酸对大鼠肺脏中内质网应激相关蛋白

表达的影响

　 　 内质网是机体内一种重要的多功能细胞器，
氧化应激可导致内质网中未折叠和错折叠的蛋白

质过度积累，即内质网应激，ＧＲＰ７８ 是内质网中的

应激传感器，ＣＨＯＰ 是内质网应激诱导的细胞凋亡

的关键介质。 在长时间的内质网应激中，ＧＲＰ７８
促使正常条件下低水平表达的 ＣＨＯＰ 高水平表

达，诱导细胞凋亡［８］ 。
　 　 本研究结果显示，与 Ｃ 组相比，Ｌ 组的内质网

应激相关蛋白 ＣＨＯＰ、ＧＲＰ７８ 的表达水平均显著

升高。 这充分说明了当受到内质网应激时，ＧＲＰ７８
蛋白的表达大量上调，诱导 ＣＨＯＰ 蛋白的高水平

表达，修复细胞损伤，维持机体健康状态［３０］ 。 但叶

酸干预后，Ｉ 组肺脏中 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ 蛋白的表达

水平较 Ｌ 组降低，提示叶酸可能通过下调 ＧＲＰ７８
蛋白的表达及减少 ＣＨＯＰ 的激活，来减轻铅暴露

引起的内质网应激，抑制肺脏细胞凋亡。 Ｆ 组肺脏

中 ＧＲＰ７８ 蛋白的表达水平与 Ｌ 组相比无显著变

化，这可能是因为有其他诱导 ＧＲＰ７８ 蛋白表达的

一些因素，如葡萄糖缺乏、糖基化拮抗剂、实体肿

瘤微环境变化及病理状态均可以促使 ＧＲＰ７８ 蛋白

表 达 上 调［３１］ 。 Ｌｕ 等［３２］ 的 研 究 结 果 表 明，
２ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）叶酸降低了同型半胱氨酸高血压大

鼠血管平滑肌细胞 ＧＲＰ７８ 和 ＣＨＯＰ 蛋白的表达，
减轻内质网应激和血管损伤。 Ｗａｎｇ 等［３３］ 研究发

现 ３５０ ｍｇ ／ Ｌ 醋酸铅诱导的内质网应激引起肾脏

细胞凋亡，上调了 ＧＲＰ７８ 蛋白的表达，这与本研究

结果一致。

４　 结　 论
　 　 铅暴露引起的大鼠氧化应激、内质网应激分

别与 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１、ＧＲＰ７８ ／ ＣＨＯＰ 通路密切相关，给
０．２％醋酸铅染毒大鼠每日灌胃 ０．４ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ 的

叶酸可显著降低肝脏中 ＨＯ⁃１、ＣＨＯＰ 的表达水平，
表明叶酸对铅暴露引起的氧化应激和内质网应激

而造成的大鼠肺脏损伤具有一定的拮抗作用。
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ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｌ ａｎｄ Ｉ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０．０５）， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ （Ｐ＞０．０５）； ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＯ⁃１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｇｒｏｕｐ Ｆ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０．０５）， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ （Ｐ＞０．０５） ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｇｒｏｕｐ Ｌ， ｇｒｏｕｐｓ Ｉ ａｎｄ Ｆ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｉｎｉｔｉａｌ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｆｉｎａｌ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｄａｉｌｙ ｇａｉｎ， ｎｅｔ
ｇａｉｎ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｉｎｄｅｘ （Ｐ＞０．０５）； ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＣＨＯＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｇｒｏｕｐｓ Ｉ ａｎｄ Ｆ ｗｅｒｅ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ （Ｐ＜０．０５）， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｒｆ２ ａｎｄ ＧＲＰ７８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ
（Ｐ＞０．０５） ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅｅｎ ｓｅｅｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ： ｆｉｒｓｔｌｙ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＣＨＯＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｅａｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＣＨＯＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｆｔｅｒ
ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ； ｓｅｃｏｎｄｌｙ， ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｌｅａｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ／
ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＧＲＰ７８ ／ ＣＨＯＰ ｐａｔｈｗａｙｓ， ａｎｄ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ⁃１ ａｎｄ ＣＨＯＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；
ｔｈｉｒｄｌｙ， ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ０．４ ｍｇ ／ ｋｇ ＢＷ ｏｆ ｆｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｈａｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｅｎｄｏ⁃
ｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ０．２％ ｌｅａｄ ａｃｅｔａｔｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ．［Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎ⁃
ｉｍａｌ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２０２０， ３２（９）：４３１８⁃４３２６］
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