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全氟异丁烯对小鼠肺组织巯基的影响
赵建 , 张天宏 , 丁日高 , 张宪成 , 黄春倩 , 孙晓红

(军事医学科学院毒物药物研究所 , 北京　100850)

　　摘要:目的　观察全氟异丁烯 (perfluoroisobutylene , PFIB)吸入性急性肺损伤 (acute lung injury , ALI)发病过程中 ,

肺组织内巯基的变化情况。方法　采用动态吸入 PFIB周身暴露装置染毒小鼠 , Ellman试剂法检测 PFIB 染毒前后小鼠肺

组织内巯基 (总巯基 、 蛋白巯基和非蛋白巯基)的含量变化。结果　染毒后 , 小鼠肺组织中非蛋白巯基 (主要是还原

型谷胱甘肽)含量与正常动物相比显著性的逐渐升高。结论　氧化性损伤可能不是 PFIB 吸入性肺损伤发病过程中主要

的致病因素。

关键词:全氟异丁烯;肺损伤;总巯基;蛋白巯基;非蛋白巯基

中图分类号:R563　　文献标识码:A　　文章编号:1002-221X(2005)05-0257-04

Effects of inhaled perfluoroisobutylene on sulfhydryls in the lung tissues of mice
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Abstract:Objective To investigate the changes of sulfhydry ls (SH) in acute lung injury (ALI) in mice induced by inhalation of

perfluoroisobutylene (PFIB).Method Mice were exposed to gaseous PFIB for 5 minutes in a flow-past whole-body exposure system.The

changes of total sulfhydryls (TSH), nonprotein sulfhydryl (NPSH) and protein sulfhydryl (PSH) in the lung tissues were assayed by

Ellman' s reagent method.Result Level of NPSH , mainly reduced gluthathion , elevated significantly in the lung tissues of mice from 4h

to 24h after ALI induced by PFIB inhalation , as compared to that in normal mice.Conclusion Oxidative damage may not play a pivotal

role in mouse ALI induced by PFIB inhalation.
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　　全氟异丁烯是氟塑料工业生产的主要副产物 , 是

氟代高分子化合物 (如聚四氟乙烯 , 又名特氟隆)高

温裂解产物中毒性最高的组分 , 其毒性约为光气强度

的10倍 , 吸入后可以引发肺损伤 、 肺水肿 , 严重者

导致死亡[ 1 ～ 3] 。随着我国有机氟塑料产业的迅猛发

展 , 阐明 PFIB吸入性急性肺损伤的毒作用机制是职

业医学领域中十分重要的任务 , 也是研究针对性的防

治药物和措施的重要基础 。

有关 PFIB中毒机制的研究表明 , PFIB 水解产生

的氢氟酸仅介导了 PFIB 的部分中毒效应
[ 4 ,5]

;PFIB

分子上的 CF3 具有强的吸电子性 , 使得 C C 双键

变得 极为活泼 , 几乎 可以与所有的 亲核物质

(nucleophiles)产生化学反应。生物体系的研究资料

表明 , 外源性补充体内抗氧化剂 (如口服 N-乙酰半

胱氨酸)可以减轻肺损伤的严重程度[ 6～ 10] 。根据以

上实验我们认为 PFIB吸入性染毒有可能通过作用于

肺组织局部的氧化还原系统而诱发形成急性肺损伤 ,
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但是缺乏直接有力的实验室证据 , 而且迄今为止尚未

见到有关 PFIB与局部氧化还原系统相互作用的系统

性研究报告。巯基物质作为抗氧化剂是反映机体抗氧

化能力和组织氧化性损伤的重要指标 , 因此 , 我们拟

通过实验观察 PFIB 染毒动物肺组织巯基物质的变化

来探究氧化性损伤在 PFIB吸入性肺损伤发病过程中

的作用地位。

1　材料与方法

1.1　实验动物和材料

雄性 ICR小鼠 (北京维通利华实验动物技术有限

公司), 18 ～ 22g;UV-160A型紫外分光光度计 (日本

岛津株式会社)。

1.2　染毒方法与动物分组

小鼠动态吸入 PFIB周身暴露染毒装置及 PFIB染

毒浓度的测定方法参考文献[ 11] , 实验中 PFIB的质

量浓度为 130 mg/m
3
, 染毒时间为 5 min , 染毒 1次。

将实验小鼠随机分为 9组 , 每组 9只。分别于染

毒前 , 染毒后 0 、 0.5 、 1 、 2 、 4 、 8 、 16和 24 h 经腹

主动脉放血处死 。待排干血液后 , 打开胸腔 , 分离出

气管并于甲状软骨下结扎 , 然后将气管连同全肺整块
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取出 , 小心剔除肺外组织 , 生理盐水漂洗 , 滤纸吸

干 , 左肺用于计算肺系数 , 右肺则立即进行肺匀浆和

肺组织巯基含量的测定。

1.3　肺系数计算

称取左叶湿肺质量 , 然后置于 80℃烘箱中干燥

24 h , 称取左叶干肺质量。按照下列公式计算湿肺体

比和肺湿干比:

湿肺体比=湿肺质量/小鼠体质量×10000

肺湿干比=湿肺质量/干肺质量

1.4　巯基含量测定

取肺组织按 2 ml/肺 , 以生理盐水为匀浆介质 ,

在冰浴上制备肺匀浆。采用 Ellman 试剂法[ 12]测定肺

组织中总巯基和非蛋白巯基含量 , 然后计算蛋白巯基

含量 。

蛋白巯基=总巯基-非蛋白巯基

1.5　统计方法

采用单因素方差分析进行实验数据的统计分析 ,

采用Dunnet' t检验进行 PFIB 染毒后各时间点与正常

对照组的比较 , 其数据的表示形式为x ±s。

2　结果

2.1　PFIB作用后染毒小鼠肺系数 (湿肺体比和肺湿

干比)的变化规律 (见图 1)

Time after PFIB inhalation (h)

与正常对照组比较 , ＊＊P<0.01

注:纵坐标是以正常对照组的均数为标准 , 各染毒组与之进

行比较所得百分比。图 2同。

图 1　PFIB作用下染毒小鼠湿肺体比和肺湿干比的变化规律

由湿肺体比和肺湿干比可以看出 , 在染毒后 8 h

湿肺体比和肺湿干比开始升高 , 说明从此时点开始 ,

PFIB吸入所致急性肺损伤表现出肺内水分渗出的症

状 , 并随着时间的推移逐渐加重 , 至 24 h 最高 , 表

明在 PFIB 130 mg/m3 , 吸入 5 min的染毒条件下 , 急

性肺损伤模型的制作是成功的 。

2.2　PFIB作用后肺组织内总巯基 、 非蛋白巯基以及

蛋白巯基的含量变化

肺组织总巯基含量是反映肺组织内所有具有抗氧

化能力的巯基总量 , 包括蛋白巯基和游离的非蛋白巯

基。

在不考虑肺内水分渗出以及固形物 (蛋白质 、细

胞等)漏出的影响 , 以小鼠染毒前体重进行加权计算

时 , 肺组织中总巯基 (total sulfhydryl , TSH)在染毒

后8 h开始升高 , 至染毒后16 h达峰 , 24 h时稍有降

低但仍维持在一个较高的水平 (图 2A)。非蛋白巯基

(nonprotein sulfhydryl , NPSH)在染毒后即刻虽有轻微

下降 , 但在染毒后 0.5 h即有显著性升高 , 从染毒后

4 h开始 , NPSH 显著性持续升高至 24 h并达峰 (图

2B), 而肺组织蛋白巯基 (protein sulfhydryl , PSH)的

水平在染毒后并无明显改变 (图 2C)。

在考虑肺内水分渗出以及固形物漏出的影响 , 以

染毒小鼠取样时湿肺重进行加权计算时 , TSH/湿肺

重在 PFIB 染毒后 8 h 开始显著性降低 (图 2A);

NPSH/湿肺重在染毒后 0.5 h即有显著性升高 , 从染

毒后2 h开始显著性地持续升高至染毒后 8 h达峰 , 随

后略有下降 , 但是与正常对照组比较差异仍具有显著

性 (图 2B);而 PSH/湿肺重在 PFIB染毒后 2 h开始

显著性的进行性降低 (图 2C)。结合 PFIB 染毒小鼠

湿肺体比的时间变化规律 , 可以看出 TSH/湿肺重以

及PSH/湿肺重的显著性降低与染毒小鼠湿肺体比的

显著性升高在时间上紧密相关 , 可能是肺内水分渗出

稀释了肺组织内 PSH 的含量。

在考虑肺内固形物漏出的影响 , 以染毒小鼠取样

时干肺重进行加权计算时 , TSH/干肺重在 PFIB染毒

后8 h有显著性升高 (图 2A);NPSH/干肺重在染毒

后0.5 h即有显著性升高 , 从染毒后2 h开始显著性地

持续升高至染毒后 8 h达峰 , 随后略有下降 , 但是与

正常对照组比较仍具有显著性差异 (图 2B);而

PSH/干肺重在 PFIB 染毒后 16 h开始呈现下降趋势 ,

在24 h 时较正常对照组显著性降低 (图 2C)。结合

PFIB染毒小鼠干肺体比的时间变化规律 , 可以看出

PSH/干肺重的显著性降低与染毒小鼠干肺体比的显

著性升高在时间上紧密相关 , 由此我们推测 PSH/干

肺重在染毒后24 h的显著性降低可能是由于 PFIB吸

入性肺水肿蛋白质漏出显著性增加所引起的 。

由图 2B可以看出 , 不论考虑PFIB染毒后肺内水

分渗出和肺内固形物漏出与否 , NPSH 的肺内含量在

染毒后即刻有轻微的一过性降低 , 其后则是则显著性

升高 。
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2A

2B

2C

与正常对照组比较 , ＊P<0.05 , ＊＊P<0.01

图 2　肺组织内 TSH、NPSH、PSH 含量以及

肺系数(lung index)在 PFIB 染毒前后的变化情况

3　讨论

正常的生物有机体具有完整的抗氧化系统 , 能够

使活性氧的产生与清除处于一种动态平衡 , 其主要由

两部分构成 , 即抗氧化酶及非酶抗氧化物。巯基物质

作为在化学结构上含有—SH 基团的化合物 , 是非酶

抗氧化物的主要组分 。机体内的巯基物质可分为非蛋

白质巯基 (NPSH)和蛋白质巯基 (PSH)两大类 , 是

体内重要的自由基清除系统
[ 13]
。NPSH 主要为还原型

谷胱甘肽 (GSH)及少量的游离半胱氨酸及其衍生

物;PSH 主要是蛋白质肽链上半胱氨酸残基所带的巯

基。体内NPSH中GSH具有重要生物学作用 , GSH可

以结合进入体内的毒性物质和机体自身产生的有毒代

谢物 , 并可以作为自由基的直接清除剂 , 是体内自由

基清除系统中的重要组成部分[ 14] , 在组织的自身保

护中具有重要的作用 , 对于维持细胞结构和功能非常

关键[ 15] ;同时 , GSH 还起着保护蛋白巯基的作用 ,

而GSH 的耗竭被认为是蛋白巯基氧化的前提。由此

可见 , NPSH是一较敏感并能综合反映组织细胞抗氧

化能力的观测指标。

在光气吸入染毒所诱发的肺损伤中 , Jaskot等人

观察到在光气 1 ppm染毒后即刻内源性 NPSH 一过性

显著降低 , 而 0.25 ppm 、 0.5 ppm 的光气染毒后仅有

轻微下降 , 其后内源性 NPSH 显著性升高[ 16] 。与此

相类似 , 本实验观察到在 PFIB (130 mg/m
3
)染毒

5 min后 , NPSH虽有一过性轻微下降 , 但是在染毒后

4 h即开始显著性升高并持续升高直至染毒后 24 h ,

TSH 在染毒后 8 h开始显著性升高并持续至染毒后 24

h;虽然染毒动物 PSH/湿肺和 PSH/干肺变化曲线在

染毒后 24 h 较正常对照动物有显著性下降 , 但是根

据湿肺体比和干肺体比的变化曲线可以看出 , 这种显

著性变化发生在 PFIB染毒后肺损伤出现明显加重的

情况下 , 即可能是由于肺内水分渗出和固形物漏出所

致。本文的研究表明 PFIB 染毒后 , 由 NPSH 所反映

的肺组织抗氧化能力并未见降低 , 而是维持较高水平

的抗氧化能力 。由此我们认为氧化性损伤在 PFIB吸

入性肺损伤发病过程中有可能不是主要的致损伤因

素。
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3　讨论

近年来 , 环境中铅污染对儿童学习记忆能力的损

伤及远期危害已经引起广泛关注。但铅的神经毒性机

制并不完全清楚 , 可能为多途径多因素相互作用的结

果。有研究表明铅能促进活性氧自由基 (ROS)的产

生 , 使脑组织处于氧化应激从而增强脂质过氧化过

程
[ 2]
。超氧化物歧化酶 (SOD)是机体能够清除超氧

阴离子的酶 , 该酶受到抑制 , 必然造成超氧阴离子的

堆积 , 并可通过其他反应生成羟自由基等氧自由基产

物。Hodgson指出 , 超氧阴离子和羟自由基是脂质过

氧化过程的关键因素
[ 2 ,3]

。本研究发现 , 脂质过氧化

程度与 SOD 活力下降间存在平行直接的关系。在真

核细胞中 , 以存在于细胞浆的 Cu , Zn-SOD 为主要形

式 , 且活性最强
[ 3]
。Mylorie 认为 SOD活力下降是由

于铅所致的铜缺乏 , 因为铜在这种酶的反应过程中起

到催化作用[ 4] 。本研究应用原子吸收火焰法测定仔鼠

脑组织中铜 、 锌含量 , 中 、 高剂量组与对照组相比 ,

铜含量有下降趋势。

大量研究表明 , 在神经系统发育过程中 , 细胞凋

亡具有重要的生物学意义[ 5] 。为适应发育进程的需

要 , 整个神经系统处于神经细胞的增殖和自然凋亡的

动态平衡之中。蔡文琴等[ 6] 应用 Tunel法测定大鼠大

脑半球皮层 、 海马 、 基底节区等脑区的神经细胞凋

亡 , 发现高峰期发生在出生后 7 d。Oberto 认为在中

枢神经系统发育期 , 铅导致的神经毒性作用是通过细

胞凋亡来进行的。他们使用出生后 6 ～ 8 d的新生大

鼠小脑颗粒细胞在体外复制铅的神经毒作用模型 , 结

果发现1 μmol/L 铅暴露不影响谷氨酸所致的神经元

细胞坏死 , 但促进了细胞凋亡的发生
[ 7]
。另外 , 可能

在氧化应激和细胞凋亡间存在一些联系 。有报道认为

可引起自由基增多的氟化物能明显引起体外培养软骨

细胞及成骨细胞发生细胞凋亡 , 而加入 SOD后对细

胞凋亡有拮抗作用
[ 8]
。在体内环境中 , 铅能否诱导发

育期神经元细胞的凋亡 , 我们能检索到的国内外的报

道甚少 。本研究结果提示 , 在出生 7 d时 , 高剂量染

铅组仔鼠脑组织海马附近皮质区 TUNEL 阳性细胞核

与对照组相比明显升高。染铅所致铜等微量元素含量

下降造成 SOD活力降低 , 从而使 ROS 增加 , 而 ROS

则可能是细胞凋亡的传递器。故铅的发育神经毒性机

制与微量元素铜缺乏所致 SOD酶活性下降 , 和由此

造成的自由基增加以及由 ROS 所介导的细胞凋亡间

存在密切关系。本研究为铅神经毒性的自由基学说提

供了一些佐证。
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