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　　摘要:为探讨细胞因子信号转导抑制因子-3 (SOCS-3)

和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)mRNA表达在毒鼠强中毒

(TEMP)致多器官功能衰竭 (MODS)中的作用 , 将 30只健

康雄性 BALB/c小鼠随机分成 TEMP模型组 (n=10)、 生理

盐水对照组 (n=10)、 正常对照组 (n=10), 分别于中毒后

2、 6、 12、 24h取小鼠的肝脏 , 采用逆转录聚合酶链反应

(RT-PCR)测定肝组织 SOCS-3和 TNF-αmRNA表达水平。结

果显示 , 中毒后 2、 6、 12和 24 h肝组织中 SOCS-3 mRNA表

达量均明显高于对照组(P均 <0.05), 24 h达到峰值。 TNF-α

mRNA表达量均明显高于对照组 (P均 <0.05), 12 h达峰

值。相关分析显示 , 肝脏中 SOCS-3 mRNA与 TNF-αmRNA表

达存在明显的正相关性 (y=0.091 +0.747x, r=0.912, F=

261.2, P<0.01)。提示不同时间点 TEM中毒小鼠肝脏中

SOCS-3、 TNF-αmRNA均升高且表达趋势一致。
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毒鼠强中毒 (TEMP)是急诊科常见的急危重症 , 可造成

多器官功能障碍综合征 (multipleorgandysfunctionsyndrome,

MODS), 尤其是重症死亡病例大多与多器官功能障碍综合征

密切相关。毒鼠强致 MODS发病机制及治疗是当今医学界共

同瞩目的研究热点。目前有关内毒素 、 细胞炎症因子 、 抗炎

因子的研究较多 , 近年随着分子生物学的进展 , 人们发现信

号传导与转录活化因子 (STAT)及其负反馈抑制因子

(SOCS)在炎症介质激活释放过程中起重要作用 , SOCS可能

对调控炎症因子的基因表达起重要作用 。但目前国内有关

SOCS在毒鼠强致 MODS的研究鲜见报道 , 本实验通过对毒鼠

强中毒小鼠肝脏中 SOCS-3、 TNF-αmRNA的表达进行检测 ,

旨在探讨 SOCS-3和 TNF-α在毒鼠强致 MODS中的作用机制 ,

为其治疗提供帮助。

1　材料与方法

1.1　实验分组

健康雄性 BALB/c小鼠 30只 , 体重 25 ～ 30 g。随机分成

毒鼠强中毒组 、 生理盐水对照组 、 正常对照组 , 每组 10只。

1.2　实验方法

中毒组按 35mg/kg剂量毒鼠强将小鼠灌胃染毒 , 盐水对

照组以等量生理盐水灌胃。正常对照组 、 盐水对照组及中毒

组于染毒后 2 h、 6 h、 12 h、 24 h每组各取 2只小鼠取肝脏 ,

生理盐水冲洗后剪碎 , 迅速装入冷冻管中 , 置于 -80℃液氮

中保存备用。毒鼠强从郑州市工商局稽查大队获得 , 规格为

1.5mg/g。

1.3　以逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR)测定 SOCS-3、 TNF-

αmRNA表达水平

1.3.1　主要试剂 、 仪器　TRIZOL、 RT试剂盒 、 PCR试剂盒

由美国 MBI公司提供。引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司提供。主要仪器为美国 ABI荧光定量 7300PCR仪。

1.3.2　引物设计与合成　小鼠 SOCS-3、 TNF-α和内参照 β-

actin的引物序列查阅 GENEBANK获得 , 其序列分别为 SOCS-3

(251 bp)上游引物:3′-ACATTGGCCAGTCCTAGTCAT-5′,

下游引物:3′-GAGAAAAAAGCCACCCCA-5′;β-actin(330

bp)上游引物:3′-AAGATCATTGCTCCTCCTGAG-5′, 下

游引物:3′-GAGTCAAAAGCGCCAC-3′;TNF-α(422 bp)

上游引物:3′-AGTCCGGGCAGGTCTACTTT-5′, 下游引物:

3′-GCACCTCAGGGAAGAGTCTG-5′。

1.3.3　总 RNA的提取　按 TRIZOL法提取肝组织中总 RNA,

操作严格按试剂盒说明进行。

1.3.4　cDNA合成　采用 MBI公司的 ReverAidTMM-MuLv

FirstStrandCdnaSynthesisKit试剂盒 , 以 Oligo(dT)18为引物

合成第一链 cDNA反应。

1.3.5　PCR反应体系　反应条件:94℃2 min预变性 , 94℃

30 s(变性), Tm30 s(退火), 72℃45 s(延伸), 72℃7min

(延伸), 共 35 个循环 [注:Tm (β-actin) =60℃, Tm

(SOCS-3) =50℃, Tm(TNF-α) =60℃] 。

1.3.6　PCR产物的检测　取 10皿扩增产物于 1%琼脂糖凝

胶电泳 , 完毕后置 5 s/mE溴化乙锭染液染色 10 min, 采用凝

胶成像和化学发光图像分析系统 , 测定电泳条带 A值 , 以 β-

actin作内参物 , 计算 SOCS-3、 TNF-α条带与 β -actinA值的比

值 , 比值即为扩增产物定量相对值。

1.4　统计学方法

计量资料以均数 ±标准差表示。统计处理采用 SPSS17.0

统计软件 , 各组间比较采用方差分析 , 以 P<0.05为差异具

有统计学意义。

2　结果
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2.1　不同时间点肝脏中 SOCS-3和 TNF-αmRNA表达分析

中毒后 2 h、 6 h、 12 h和 24 h其肝脏中 SOCS-3 mRNA表

达量均明显高于对照组(P均 <0.05), 24 h达到峰值;TNF-α

mRNA表达量均明显高于对照组 (P均 <0.05), 12 h达峰

值。详见表 1。

表 1　不同时间点肝脏中 SOCS-3和 TNF-αmRNA表达

组别 例数 SOCS-3 mRNA TNF-αmRNA

正常对照组 10 0.235±0.011 0.248±0.011

盐水对照组 10 0.254±0.022 0.277±0.021

毒鼠强中毒组

　中毒 2h 10 0.597±0.074 0.696±0.078

　中毒 6h 10 0.736±0.092 0.885±0.083

　中毒 12h 10 0.874±0.096 1.321±0.098

　中毒 24h 10 1.147±0.099 1.045±0.097

2.2　肝脏中 SOCS-3和 TNF-αmRNA电泳结果分析

中毒后 2 h、6 h、12h、24 h肝脏中 SOCS-3基因的 mRNA表

达 , 其中 24h达到最高峰 (P<0.05, 图 1)。肝中 TNF-α基

因的 mRNA表达于 12 h达最高峰 , 之后到 24 h有所下降 (P

<0.05, 图 2)。

2.3　肝脏中 SOCS-3和 TNF-αmRNA相关性分析

经相关分析显示 , 肝脏中 SOCS-3和 TNF-αmRNA存在明

显的正相关性 (y=0.091 +0.747x, r=0.912, F=261.2, P

<0.01), 提示不同时间点 , 中毒小鼠肝脏中 SOCS-3、 TNF-α

mRNA表达趋势一致。

3　讨论

毒鼠强中毒后 , 由于毒物的作用 , 使人体处于一种非生

理性的应激状态 , 伴有缺氧 、 休克 、 缺血 /再灌注损伤 、 合并

感染等诱发因素 , 促使炎症介质失控性释放 , 从而引发

MODS。目前认为全身炎症反应综合征 (SIRS)与代偿性抗炎

反应综合征 (CARS)之间平衡被打破甚至失控是 MODS形成

的根本原因及重要的病理基础 , 这种过度失调的全身性炎症

反应造成机体自身组织结构和生理功能的广泛损害 , 最终引

起 MODS乃至死亡 [ 1] 。

研究表明 , SIRS是 MODS发病的基础 , 细胞因子失控性

释放是 SIRS向 MODS转化的关键 , 细胞因子被认为在 MODS

的调节上发挥了重要作用 , 其水平能反映 MODS的严重程

度 [ 2] 。林建东等 [ 3]探讨了 MODS中炎症介质 TNF-α与细胞凋

亡的关系 , 认为 TNF-α是始动因子 , 引起炎症的级连反应 ,

诱导淋巴细胞凋亡。 一些文献分别探讨了 TNF-α等细胞因子

在有机磷农药中毒引发 MODS中的作用 [ 4 ～ 7] 。张在其等 [ 8]研

究了毒鼠强中毒患者血清中 TNF-α的动态变化。 本研究用毒

鼠强灌胃复制小鼠中毒导致 MODS模型 , 病理组织学证实小

鼠各脏器发生了实质性损伤 , 表明小鼠发生了多器官功能衰

竭。其结果显示 , 中毒后 2 h、 6 h、 12 h、 24 h各时间点与对

照组比较 , 肝脏中 TNF-α明显升高 , 提示炎症反应参与毒鼠

强引发 MODS的发病过程。

JAK/STAT信号通道是细胞因子信号传导的重要途径。在

JAK/STAT通道的激活机制明确后 , 其反馈调控机制已成为研

究热点 , 特别是近年来发现一簇被称为细胞因子信号转导抑

制因子 (SOCS)的蛋白质。 SOCS家族蛋白从最初发现到目

前一直备受关注 , 研究人员通过大量的体内外研究逐渐揭示

了它们在免疫调节及重大疾病中的作用机制 , 业已证明

SOCS-1和 SOCS-3是这个家族中主要对免疫系统有作用的因

子 [ 9] 。研究显示 SOCS-1和 SOCS-3能被许多在脓毒症动物中

常见的细胞因子和炎性因子所诱导 [ 10] 。 SOCS家族蛋白分子

在正常细胞中表达量很少 , 一旦细胞受到某些细胞因子如

TNF-α刺激 , 其表达量可迅速明显地增加 , SOCS含量增加又

反馈抑制这些细胞因子的信号转导 , 由于细胞因子参与了许

多疾病的发病和病理损害过程 , 可以推测 SOCS作为靶分子在

疾病治疗中具有一定的应用前景 。通过抑制 JAK/STAT信号

通道而减少炎症因子表达 , 减轻器官的损伤 , 达到防治

MODS的作用。本研究通过观察毒鼠强小鼠各时间点肝脏中

SOCS-3 mRNA表达的变化 , 随着时间推移 , 与对照组比较表

达量普遍增高 , 毒鼠强可以诱导 SOCS-3表达。经相关分析显

示 , 肝脏中 SOCS-3和 TNF-α之间 mRNA表达量呈明显的正相

关 , 表明两者的表达趋势基本一致。

总之 , 随着对 SOCS家族研究的深入 , 相信在不久的将来

SOCS家族会具有广阔的发展和应用前景 , 为临床防治 MODS

提供了一个新的思路 。
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　　摘要:探讨母体雌二醇 (estradiol, E2)和壬基酚 (non-

ylphenol, NP)联合暴露对仔鼠神经系统发育的影响 , 并初步

探讨 E
2
和 NP的联合毒性作用。将孕鼠随机分为 7组 , 花生

油溶剂对照组 , NP染毒低 、 高剂量组 (50、 100 mg/kg), E2

染毒低 、 高剂量组 (10、 20 μg/kg), NP+E2联合染毒低 、

高剂量组 (NP50 mg/kg+E2 10 μg/kg、 NP100 mg/kg+E2 20

μg/kg组), 每组 6 ～ 7只孕鼠 , 妊娠第 9 ～ 15天灌胃染毒。观

察母鼠生产指标 (产仔数 、 活产数);仔鼠神经行为发育指标

(平面翻正 、 空中翻正 、 听觉惊愕和视觉定向);用 Morris水

迷宫观察学习记忆;检测垂体和海马组织乙酰胆碱酯酶

(AChE)和胆碱乙酰转移酶 (ChAT)的活性。与对照组和单

独染毒组比较 , 联合染毒低 、 高剂量组孕鼠产仔数 、 活产数

减少 , 仔鼠断崖回避 、 平面翻正 、 空中翻正 、 听觉惊愕和视

觉定向发育时间推迟 , 水迷宫实验中逃避潜伏期延长 , 穿越

平台次数减少;跳台实验中反应时间延长 , 步下潜伏期缩短 ,

错误次数增加 , 海马组织 ChAT活性下降 、 AChE活性上升 ,

差异均有统计学意义 (P<0.05)。提示孕期暴露壬基酚和雌

二醇联合作用可影响仔鼠神经发育 , 二者的神经毒性表现为

相加作用。
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壬基酚 (nonylphenol, NP)作为乳化剂被广泛应用于数

十个行业生产中 , 其作为环境内分泌干扰物 (environmental

endocrinedisruptors, EEDs)对机体的毒性是当今深受关注的

研究热点 [ 1] 。研究表明 NP这类雌激素样物质具有神经毒

性 [ 2～ 6] , 随着近年来雌激素制剂 (如口服避孕药)的大规模

临床应用以及 EEDs的广泛存在 , 两者对人体的联合作用机会

大大增加。目前国内外未见关于两者对机体的神经系统联合

作用的报道 , 为此 , 本课题选择亲代孕期暴露于壬基酚和雌

二醇的仔鼠作为研究对象 , 研究壬基酚和雌二醇单独和混合

后对其神经系统发育及神经行为和学习记忆的影响 , 测定仔

鼠海马和垂体组织中乙酰胆碱酯酶和胆碱乙酰转移酶的活性

及体内激素水平的变化 , 确定两者的联合作用类型 , 初步探

讨其可能的作用机制 , 为真实反映二者共存对哺乳动物神经

系统可能造成的损害作用以及为后续的实验研究提供科学的

依据。

1　材料与方法

1.1　试剂和仪器

壬基酚和 β -雌二醇 (东京化成工业株式会社 TokyoChem-

icalIndustry), 纯度 99%;AChE和 ChAT试剂盒 (南京建成

生物工程研究所);睾酮及雌二醇测试盒 (北京北方生物技术

研究所)。分光光度计 (上海电化仪表自控公司 721-A), 高

速电动匀浆器 (上海浦东物理光学仪器厂 FSH-2), 电子天平

(上海精密科学仪器厂 FA1004N), Morris水迷宫监测系统

(成都泰盟科技有限公事), γ放射免疫计数器 (中科大中佳

公司)。

1.2　实验动物与分组

(260±20)g雄性及 (180±10)g雌性清洁级 SD大鼠

(用于交配)共 100只 , 购于第三军医大学 (动物合格证号:

SCXK(渝)20070005)。饲养于相对湿度 (60±5)%, 温度

(28±2)℃的环境中 , 自然通风 , 12 h光照 12 h黑暗 , 自由

取食 、 饮水。

大鼠按雌∶雄 (2∶1)同笼交配 , 次日晨将雌鼠逐一阴道

涂片镜检发现精子当日记为孕期 0d, 将交配成功的孕鼠随机

分配到 7组:即花生油溶剂对照组和 NP染毒低 、 高剂量组

(50、 100 mg/kg), E2染毒低 、 高剂量组 (10、 20 μg/kg),
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