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　　摘要:予小鼠腹腔注射硫酸镍0.8 、 2.0、 5.0 mg/ kg染毒 ,

连续30 d。制备脾脏组织匀浆 , 采用酶法测定一氧化氮合酶

(NOS)活力 、 一氧化氮 (NO)含量 、 超氧化物歧化酶 (SOD)

活力;分光光度法测定还原型谷胱甘肽 (GSH)和丙二醛

(MDA)含量及总抗氧化能力 (T-AOC)。结果染镍各剂量组

NOS 活力显著低于生理盐水 (NS)组 , NO 含量亦低于生理盐

水组;镍可抑制 SOD活力 , 使 T-AOC 、 GSH 含量降低 , 而引

起MDA含量升高 , 且随着染毒剂量的增加 , 其效应逐渐增

强。
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镍既是人体的必需微量元素 , 又是常见的环境污染物之

一。据报道 ,镍可导致免疫功能损伤 , 表现为胸腺萎缩和脾脏

增大 , T淋巴细胞和 B 淋巴细胞数目的改变[ 1 , 2] 。 本研究采用

雄性小鼠腹腔注射硫酸镍染毒 ,观察其对脾脏组织超氧化物歧

化酶(SOD)活力 、还原型谷胱甘肽(GSH)、丙二醛(MDA)含量 、

总抗氧化能力(T-AOC)以及一氧化氮合酶(NOS)活力 、一氧化

氮(NO)含量的影响 ,探讨镍对脾脏的毒作用机制。

1　材料与方法

1.1　材料

健康昆明种雄性小鼠 , 体重18 ～ 22 g , 由兰州生物制品所

提供。硫酸镍 (西安化学试剂厂), 分析纯 , NOS 、 NO、 SOD、

GSH、 T-AOC 试剂盒 (南京建成生物工程研究所), 722型分光

光度计 (上海精密科学仪器有限公司), 水浴恒温震荡器 (常

州国华电器有限公司), 日立高速低温冷冻离心机。

1.2　方法

1.2.1　动物分组和剂量选择　健康昆明种雄性小鼠40只 , 随

机分为 4 组 , 即生理盐水组 (NS)组 , 硫酸镍 (NiSO4)0.8

mg/ kg、 2.0 mg/ kg、 5.0 mg/kg 组 , 腹腔注射染毒 , 每日 1 次 ,

连续 30 d , 正常喂饲饮水。

1.2.2　脾脏组织匀浆的制备　于染毒第31天 , 动物称重 , 颈

椎脱位法处死小鼠 , 迅速剪开腹腔 , 剥离脾脏 , 洗净血污后

称重 , 按 1∶9 加入 4 ℃预冷 0.01 mmol/ L HCl-Tris 缓冲液 (内

含0.01 mmol/ L 蔗糖 , 0.1 mmol/ L EDTA-Na2)于玻璃匀浆器

中 , 冰浴中进行匀浆 , 制成 10%脾脏组织匀浆 , 于高速低温

离心机5 000 r/min 离心 20 min , 取上清液待测。

1.2.3　指标测定　采用南京建成生物工程研究所生产的试剂

盒测定脾脏组织中 SOD、 NOS 活力和 T-AOC、 GSH 、 NO 含量 ,

采用TBA法[ 3]测定 MDA含量。

1.3　统计分析

采用 SPSS8.0统计软件进行方差分析 , 并对染毒组与对照

组进行两两比较。

2　结果

2.1　染镍对小鼠脾脏脏体比值的影响

硫酸镍各染毒组间 , 随染毒剂量的增加 , 脾/体比值有降

低趋势 , 但与对照组比较无统计学意义 (P >0.05)。

2.2　镍对雄性小鼠脾脏 NOS 及 NO 含量及脂质过氧化指标的

影响

表1 显示 , 各染毒组小鼠脾脏NOS 活力及 NO 含量均低于

对照组 , 差异有显著性 (P <0.05)。各染毒组间 , 随着染毒

剂量的增加 , NOS 活力及 NO 含量呈降低趋势。镍可抑制 SOD

活力 , 使T-AOC、GSH 含量降低 , MDA 含量升高;染毒组

T-AOC、SOD、 MDA 与对照组比较差异均有显著性 (P <0.05);

GSH仅高 、 中剂量组差异有显著意义 (P<0.05)。

表 1　硫酸镍对雄性小鼠脾脏 NOS 、 NO 、 T-AOC、 GSH 、 SOD、 MDA的影响 (n=10)

NiSO4 剂量(mg/kg) NOS(U/mg Pro) NO(μmol/mg Pro) T-AOC(U/mg Pro) GSH(U/mg Pro) SOD(U/mg Pro) MDA(nmol/mg Pro)

0 0.49±0.06 0.67±0.05 0.45±0.04 18.54±1.07 38.65±5.52 1.46±0.38

0.8 0.33±0.05＊＊ 0.44±0.16＊ 0.32±0.09＊＊ 16.94±1.91 29.32±4.27＊ 2.53±0.32＊

2.0 0.32±0.03＊＊ 0.40±0.07＊ 0.28±0.04＊＊ 14.54±2.26＊ 27.22±4.48＊＊ 3.14±0.51＊＊

5.0 0.20±0.04＊＊ 0.26±0.08＊ 0.18±0.05＊＊ 10.86±1.82＊＊ 14.92±2.26＊＊ 4.81±0.87＊＊

　　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01
3　讨论

镍可抑制 SOD活性 , 使 GSH 含量减少 , 破坏机体的氧化

平衡状态 , 从而使脾细胞抗氧化应激能力下降 , 而氧化应激会

进一步引起脂质过氧化 、 巯基耗竭等氧化性损伤。MDA 是活
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性氧引起的脂质过氧化反应的终产物之一 , 是反映氧化损伤最

简洁 、 可靠的指标[ 4] ;而 T-AOC 是机体防御体系之一 , 该能

力的强弱与健康程度存在着密切联系 , 这种机能的降低常常导

致各种疾病的产生[ 5] 。镍进入机体可产生自由基[ 6] , 蓄积在脾

脏组织中 , 引起脾细胞膜脂质过氧化 , 导致脾脏抗氧化能力受

损 , T-AOC 水平降低 , 脂质过氧化产物MDA 含量升高。

NO作为一种重要信使分子 , 参与机体各种复杂的病理生

理过程 , 体内NO的合成不足必然引起机体许多生理功能的丧

失 , 从而导致许多疾病[ 7] 。镍所致的 SOD 活力的降低可进一

步引起超氧自由基的大量堆积 , 而超氧自由基可催化 NO 生成

超氧亚硝酸根离子 (ONOO-), 其活性强于超氧自由基 , 从而

加重脂质过氧化[ 8] 。因此 , Ni2+抑制脾脏组织细胞 NOS 活力 ,

使NO合成减少 , 引起细胞信息传递障碍和细胞内 Ca
2+
浓度升

高及对 Ca2+敏感度增加[ 9] , 从而导致脾脏毒性。
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　　摘要:采用原位杂交方法检测 30 例乳腺癌组织 O6-甲基

鸟嘌呤-DNA 甲基转移酶 (MGMT)表达水平。 结果显示 ,

MGMT 阳性率为 93.4% (28/ 30), 其中高表达 28.6%(8/28),

中 、 低表达 71.4%(20/ 28)。乳腺癌组织 MGMT 的表达与临

床分期无关。
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乳腺癌是损害女性健康的主要恶性肿瘤之一 , 目前治疗

主要以外科手术切除为主 , 辅以化疗或放疗 , 但许多患者在

手术后化疗过程中对化学药物产生耐药性而影响预后 , 所以

乳腺癌的耐药性研究受到越来越多的重视 。肿瘤细胞内O6-甲

基鸟嘌呤 DNA 甲基转移酶 (MGMT)能修复亚硝脲类药物

(CNUs)对肿瘤细胞 DNA的烷基损伤 , 是阻止 CNUs 杀伤肿瘤

细胞的主要障碍 , 它可以使肿瘤细胞耐药[ 1] 。本研究通过原

位杂交方法检测乳腺癌组织中 MGMT的表达 , 探讨乳腺癌组

织中MGMT表达与 CNUs 耐药的关系。

1　材料与方法

1.1　材料

乳腺癌标本为我院 1999～ 2004 年外科乳腺癌根治术标本 ,

共30 例 , 均经病理诊断证实 , 其中浸润性导管癌 18 例 , 腺癌

8 例 , 低分化癌 4例 。患者年龄31～ 65岁 , 平均 51 岁。

1.2　方法

MGMT 原位杂交试剂盒由武汉博士德生物技术公司提供 ,

乳腺癌石蜡切片常规脱蜡至水 (DEPC 处理), 胃蛋白酶室温

消化30 min , 预杂交液 20 μl预杂交室温 2 h (勿洗), 滴加 50

μl含地高辛标记 MGMT 探针的杂交液 , 采用原位杂交专用盖

玻片 42℃ 40 h , 滴加封闭液室温 20 min (不洗), 滴加兔抗地

高辛室温 60 min , 滴加生物素化羊抗兔 IgG , 室温 30 min。 滴

加SABC 室温 30 min , DAB 显色 , 常规乙醇脱水 , 封片。 用

TBS 代替一抗作阴性对照 , 用已知阳性的结肠癌组织作阳性

对照。

1.3　结果判定

MGMT 阳性细胞为细胞浆染色 , 高倍视野下 , 计数 100 个

癌细胞中阳性细胞达 10%为高表达 , 低于 10%为中低表达 ,
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