
０ ０２＜０ ０５）。
表 １　 ｕＰＡ、 ＰＡＩ⁃１ 蛋白表达显色指数的比较 （ｘ±ｓ）

分组 ｌｇ （ｕＰＡ＋１） ｌｇ （ＰＡＩ⁃１＋１）

　 　 　 对照组 ０ ４３±０ １５ 　 ０ ４６±０ １４ 　 　

　 　 　 染尘 １ｄ ０ ４７±０ １０ 　 ０ ５１±０ １２ 　 　

　 　 　 染尘 ３ｄ ０ ７８±０ ２６∗ ０ ５７±０ １９∗　

　 　 　 染尘 ７ｄ ０ ８９±０ ２１∗ ０ ６２±０ ２３∗　

　 　 　 染尘 １４ｄ ０ ６８±０ ２０∗ ０ ８２±０ ２３∗∗

　 　 　 染尘 ２８ｄ ０ ６４±０ １６∗ ０ ９０±０ ２２∗∗

注： 与对照组相比， ∗Ｐ ＜ ０ ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０ ０１。 ｕＰＡ、 ＰＡＩ⁃１ 方差不

齐， 进行对数转换后资料符合统计要求。

３　 讨论

ｕＰＡ 是一种丝氨酸蛋白酶， 能催化无活性的纤溶酶原转

化为纤溶酶， 体内多种细胞可合成。 活化的 ｕＰＡ 主要作用于

细胞迁移和组织修复， 介导细胞周围基质蛋白的降解［３］ 。
纤溶酶原激活物抑制剂 （ＰＡＩ） 是纤溶系统的重要组成

成分， 是纤溶酶原活化系统 （ ＰＡｓ） 的重要调节物。 其中

ＰＡＩ⁃１ 是主要的特异性抑制物， ＰＡＩ⁃１ 与纤溶酶原激活物

（ＰＡ） 的反应中结合形成可逆的复合物或两者共价形成不可

逆的复合物， 从而使 ＰＡ 失活。
本实验结果显示， 矽肺模型组 ｕＰＡ 的阳性表达较对照组

明显增多， 尤其在早期， 主要分布在中性粒细胞及肺泡巨噬

细胞中。 因矽肺早期主要表现为炎性细胞浸润、 增多， 而纤

维化较轻； 随着时间推移， ｕＰＡ 的阳性表达逐渐减少， 但在

第 ４ 周时仍较对照组明显， 以肺组织结节内阳性表达为主，
此时肺组织纤维化明显加重。 矽肺模型组 ＰＡＩ⁃１ 的表达自染

尘起逐渐增多， 持续增强至第 ４ 周。 ｕＰＡ、 ＰＡＩ⁃１ 表达经相关

性检验呈正相关关系。 其机制可能是在纤维化的早期阶段，
ｕＰＡ 表达升高有利于降解 ＥＣＭ， 缓解肺组织纤维化； 而到了

后期阶段， ＰＡＩ⁃１ 的升高抵消了由 ｕＰＡ 升高引起的基质降解，
从而使 ＥＣＭ 增多， 促进了肺纤维化的发生、 发展。

尘肺造成的肺纤维化严重影响肺功能， 因此对肺纤维化

的病理过程的深入研究可为临床治疗及改善肺功能提供理论

依据。 ＰＡＩ⁃１ 和 ｕＰＡ 在肺纤维化中的作用越来越受到人们的

重视， ｕＰＡ 的缺失或 ＰＡＩ⁃１ 的过度表达与肺纤维化的发病密

切相关。 ｕＰＡ 诱导的纤溶系统的活化在肺纤维化中发挥作用，
对 ｕＰＡ ／ ＰＡＩ⁃１ 在肺纤维化中作用的深入研究， 阻断或增强相

应基因的表达可为将来治疗肺纤维化提供新的策略。
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　 　 摘要： 将 ４５ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为对照组、 低氟组和高

氟组， 每组 １５ 只。 对照组大鼠给予高脂饮食 ４ 周， 一次性腹

腔注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 的链脲佐菌素 （ ＳＴＺ）， 复制 ２ 型糖尿病

（Ｔ２ＤＭ） 大鼠模型， 继续喂养 １２ 周， 每天灌胃 ０ １ ｍｌ ／ ｋｇ 生

理盐水。 低氟、 高氟组大鼠每天分别灌胃给予 １０ ｍｇ ／ ｋｇ、 ２０
ｍｇ ／ ｋｇ 含氟水， 连续 １６ 周， 其余措施同对照组。 比较三组大

鼠肝脏组织匀浆中氧化应激指标丙二醛 （ＭＤＡ）、 一氧化氮

（ＮＯ）、 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ）、 过氧化氢酶 （ＣＡＴ）、 还原

型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 及总抗氧化能力 （Ｔ⁃ＡＯＣ） 的变化。 结

果显示， 低氟组和高氟组肝组织匀浆 ＭＤＡ、 ＮＯ 均明显高于

对照组 （Ｐ＜０ ０５）， ＳＯＤ、 ＣＡＴ、 ＧＳＨ 及 Ｔ⁃ＡＯＣ 均明显低于

对照组 （Ｐ＜ ０ ０５）； 而以高氟组更加明显， 与低氟组比较，
差异也有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。 提示氟能增加 ＳＴＺ 诱导的

Ｔ２ＤＭ 大鼠肝脏氧化应激损伤， 降低肝脏抗氧化因子水平。
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　 　 有研究显示， 高剂量氟可加剧糖尿病引起的大鼠体质量

下降和血糖升高， 明显降低大鼠胰岛素敏感性［１］ 。 但目前尚

无氟对糖尿病大鼠肝脏氧化应激作用的报道。 本研究通过复

制 ２ 型糖尿病 （ Ｔ２ＤＭ） 大鼠模型， 观察氟对链脲佐菌素

（ＳＴＺ） 诱导的 Ｔ２ＤＭ 大鼠肝脏氧化应激指标的影响， 以期为

氟对糖尿病机体非骨相损害的研究提供实验依据。
１　 材料与方法

１ １　 主要试剂与仪器

氟化钠 （ＮａＦ）， 分析纯， 北京化工厂出品； ＳＴＺ 购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司； 丙二醛 （ＭＤＡ）、 一氧化氮 （ＮＯ）、 超氧化物

歧化酶 （ ＳＯＤ）、 过氧化氢酶 （ ＣＡＴ）、 还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ） 及总抗氧化能力 （Ｔ⁃ＡＯＣ） 试剂盒购自南京建成生物

科技有限公司。 ＵＶ⁃１２００ 型紫外可见分光光度计， 美析中国

·９３·　 　 中国工业医学杂志　 ２０１５ 年 ２ 月第 ２８ 卷第 １ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｉｎｄ Ｍｅｄ　 Ｆｅｂ ２０１５， Ｖｏｌ． ２８ Ｎｏ． １



仪器有限责任公司； ＨＨ⁃Ｗ４２０ 型恒温水浴锅， 常州普天仪器

制造有限公司； ＴＧ１６⁃ＷＳ 型台式高速离心机， 上海耶茂仪器

仪表有限公司。
１ ２　 实验动物分组

清洁级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ４５ 只， 雄性， 体重 ２２０ ～ ２５０ ｇ， 河北

医科大学实验动物中心提供， 饲养于 １２ ｈ 明暗交替， 室温 １８
～２３℃洁净动物房内。 随机分为三组， 每组 １５ 只。 对照组大

鼠普通饲料适应性喂养 １ 周， 改为高脂饲料 （总热量 ４ ９
ｋｃａｌ ／ ｇ， 蛋白质 ２０％， 碳水化合物 ３５％， 脂肪 ４５％， 蛋氨酸

１％） ４ 周； 禁食 １２ ｈ， 一次性腹腔内注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ （现
用现配， 溶于 ０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸缓冲液， ｐＨ４ ５）， 复制

Ｔ２ＤＭ 大鼠模型 ［造模成功标准为连续 ２ 次空腹血糖≥１１ １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 查尿糖 （＋＋） 以上， 胰岛素敏感指数降低， 且有多

饮、 多尿、 多食现象［２］ ］； 继续高脂饲料喂养 １２ 周， 每天灌

胃给予 ０ １ ｍｌ ／ ｋｇ 生理盐水。 低氟组、 高氟组大鼠饲养及造模

方法同对照组， 每天分别灌胃给予 １０ ｍｇ ／ ｋｇ、 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 含氟

水 （氟化钠浓度为 ２ ２１ ｇ ／ Ｌ）。
１ ３　 制备组织匀浆

干预结束后处死大鼠， 取出肝脏， 用 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ 液洗涤 ２～
３ 次， 洗去血液， 沥干水分称重。 将肝脏剪成 １ ０ ｇ 的小组织

块， 用锡箔纸包裹分装， 置于－７０℃的低温冰箱冷冻保存。 测

试前自冰箱取出肝组织小块置于研钵中， 往研钵中加少许液

氮， 将肝组织研碎， 注意防止组织溅出。 充分研磨后， 肝组

织转移至玻璃匀浆器中， 按质量、 体积 １ ∶ ９ 的比例用生理盐

水在冰浴下制成组织匀浆。 考马斯亮蓝法测定蛋白浓度。
１ ４　 指标测定

采用硫代巴比妥酸 （ＴＢＡ） 法测定各组大鼠肝脏中 ＭＤＡ
含量， 硝酸还原酶法测定 ＮＯ 的含量， 黄嘌呤氧化酶法检测

肝组织匀浆中 ＳＯＤ 活力， 比色法测定 Ｔ⁃ＡＯＣ、 ＧＳＨ、 ＣＡＴ 活

力。 所有检测均同批一次检测， 步骤严格按说明书进行。
１ ５　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１８ ０ 统计软件分析数据， 计量资料以均数±标

准差 （ｘ± ｓ） 表示， 多个样本均数比较用单因素方差分析

（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 及两两比较 ｑ 检验； 以 Ｐ＜０ ０５ 表示差异

有统计学意义。
２　 结果

２ １　 大鼠肝组织匀浆 ＭＤＡ、 ＮＯ 及 Ｔ⁃ＡＯＣ 的变化

低氟组和高氟组大鼠肝组织匀浆 ＭＤＡ 和 ＮＯ 均明显高于

对照组 （Ｐ＜ ０ ０５）， Ｔ⁃ＡＯＣ 则明显低于对照组 （Ｐ＜ ０ ０５）；
与低氟组比较， 高氟组肝组织匀浆各指标变化更加显著 （Ｐ＜
０ ０５）。 详见表 １。
表 １　 各组大鼠肝组织匀浆ＭＤＡ、 ＮＯ 及 Ｔ⁃ＡＯＣ 的变化 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）

ＮＯ
（μｍｏｌ ／ ｇ ｐｒｏｔ）

Ｔ⁃ＡＯＣ
（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）

对照组 １５ ２ ３１±０ １５ 　 　 ６ ３５±０ ７６ 　 　 ２ ８４±０ ０６ 　 　

低氟组 １５ ２ ８７±０ １３▲　 １０ ２２±１ １５▲　 ２ ５１±０ ０３▲　

高氟组 １５ ３ ２４±０ １７▲＃ １７ ５３±１ ６９▲▲＃ ２ １７±０ ０５▲＃

注： 与对照组比较， ▲Ｐ＜ ０ ０５， ▲▲Ｐ＜ ０ ０１； 与低氟组比较， ＃Ｐ
＜０ ０５。

２ ２　 大鼠肝组织匀浆 ＳＯＤ、 ＧＳＨ 及 ＣＡＴ 的变化

低氟组和高氟组大鼠肝组织匀浆 ＳＯＤ、 ＧＳＨ、 及 ＣＡＴ 均

显著低于对照组 （Ｐ＜０ ０５）； 高氟组肝组织匀浆 ＳＯＤ、 ＧＳＨ、
及 ＣＡＴ 活力均低于低氟组 （Ｐ＜０ ０５）。 详见表 ２。

表 ２　 各组大鼠肝组织匀浆 ＳＯＤ、 ＧＳＨ 及 ＣＡＴ 的变化 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＳＯＤ

（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
ＧＳＨ

（ｍｇ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
ＣＡＴ

（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
对照组 １５ ４５２ ３０±１２ ４５ 　 　 ２３ ６５±１ ０１ 　 　 １５ ６０±０ ８１ 　 　

低氟组 １５ ４１３ ７２±１１ ９４▲　 １９ ２５±０ ９５▲　 １３ ７５±０ ７３▲　

高氟组 １５ ３８４ ３１±１１ ０６▲＃ １５ ３４±０ ８７▲＃ １０ ４６±０ ６９▲＃

注： 与对照组比较， ▲Ｐ＜０ ０５； 与低氟组比较， ＃Ｐ＜０ ０５。

３　 讨论

近年研究发现， 糖尿病动物及人体有明显的氧化损伤和

自由基介导的过氧化作用［３］ 。 Ｔ２ＤＭ 是一种以氧化应激为特征

的疾病， 其线粒体氧化磷酸化能力受到损害， 只有正常人的

５５ ０％ ［４］ 。 Ｔ２ＤＭ 肝脏受累的主要病变是脂肪肝， 其标准死亡

率远高于其他并发症［５］ 。 氧化应激不仅直接损害肝细胞， 而

且诱导炎症浸润， 激活肝星形细胞， 最终促进肝纤维化［６］ 。
氟是地壳中较为丰富的元素， 氟通过促进自由基产生，

抑制抗氧化酶类活力， 导致脂质过氧化作用增强。 在正常情

况下， 动物体内存在一套有效的抗氧化防御系统如 ＳＯＤ、
ＧＳＨ 等， 但病理情况下， 机体产生的自由基超过清除能力，
加重疾病的进展［７］ 。 本研究观察氟对 ＳＴＺ 诱导的 Ｔ２ＤＭ 大鼠

肝组织氧化应激水平的影响， 结果显示： （１） 低氟组和高氟

组大鼠肝组织匀浆 ＭＤＡ 和 ＮＯ 均明显增高， 高氟组尤其显

著。 原因为 Ｔ２ＤＭ 机体本身处于氧化应激状态， ＭＤＡ 作为脂

质过氧化的标志物， 其含量随之升高。 高血糖可诱导肝细胞

表达 ｉＮＯＳ， 而氟中毒进一步加重肝脏的氧化应激损伤， 产生

大量的 ＮＯ［８］ 。 （２） 低氟组和高氟组大鼠肝组织匀浆 Ｔ⁃ＡＯＣ、
ＳＯＤ、 ＧＳＨ 及 ＣＡＴ 均降低， 而以高氟组为甚。 提示氟能够降

低 Ｔ２ＤＭ 大鼠肝脏的抗氧化应激指标， 削弱其抗氧化能力。
已有证据表明， Ｔ２ＤＭ 大鼠机体处于氧化应激状态， 氧化应激

不仅损伤胰岛 β 细胞， 而且损伤肝功能［９］ ； 氟通过降低肝脏

抗氧化应激指标， 进一步加剧肝脏的氧化⁃抗氧化失衡， 增加

了肝脏的氧化应激损伤。
综上所述， 氟能增加 ＳＴＺ 诱导的 Ｔ２ＤＭ 大鼠肝脏氧化应

激损伤， 降低肝脏抗氧化因子水平， 加重 Ｔ２ＤＭ 大鼠肝脏氧

化应激损伤， 但其具体作用机制尚有待进一步深入研究。
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２，４⁃二硝基苯甲醚的致突变性研究
Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ２，４⁃ｄｉｍｉｔｒｏａｎｉｓｏｌｅ

卢青１， 王鸿１， 张盼红１， 高俊宏１， 刘志永１， 岳红１， 王延琦１， 周群２

（１． 兵器工业卫生研究所， 陕西 西安　 ７１００６５； ２． 西安近代化学研究所， 陕西 西安　 ７１００６５）

　 　 摘要： 采用卫生部 《化学品毒性技术鉴定规范》 中试验

方法对 ２，４⁃二硝基苯甲醚 （ＤＮＡＮ） 的致突变性进行研究。
Ａｍｅｓ 试验结果显示， ＤＮＡＮ 在每皿 ２００～ ２５００ μｇ 剂量范围引

起 Ｔ９８ 菌株 （加 Ｓ９） 回变菌落数增加 （Ｐ＜０ ０５）， 且超过溶

剂对照菌落数的 ２ 倍， 存在剂量⁃效应关系； 微核试验结果显

示， ＤＮＡＮ 在 ６～２２ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量范围内不引起小鼠骨髓嗜多染

红细胞微核率增加。 提示 ＤＮＡＮ 在 Ａｍｅｓ 试验中有致突变作

用， 但在小鼠体内试验中未发现致突变作用， 为可疑诱变剂。
关键词： ２，４⁃二硝基苯甲醚 （ＤＮＡＮ）； 致突变性
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　 　 ＤＮＡＮ 是一种熔铸不敏感载体炸药［１］ ， 因其感度低、 相

溶性好等特性， 已成为 ＴＮＴ 最有前景的替代物［２］ 。 本文采用

卫生部 《化学品毒性鉴定技术规范》 ［３］ 中鼠伤寒沙门杆菌回

复突变试验 （Ａｍｅｓ）、 体内哺乳动物骨髓细胞嗜多染红细胞

微核试验方法对 ＤＮＡＮ 的致突变性进行了研究。
１　 材料与方法

１ １　 材料

ＤＮＡＮ 为无色或淡黄色晶体， 微溶于水， 纯度 ９５％， 由

西安近代化学研究所提供。 实验动物 ＳＰＦ 级 ＫＭ 小鼠， 由西

安交通大学实验动物中心提供， 许可证号为 ＸＫ （ 陕）
２０１２—００６。
１ ２　 方法

１ ２ １　 Ａｍｅｓ 试验　 菌株在试验前进行了生物特性鉴定， 鉴定

结果为 ＴＡ９７ａ、 ＴＡ９８、 ＴＡ１００、 ＴＡ１０２菌株。 ＤＮＡＮ 采用二甲基亚

砜溶解， 设每平皿２５００、 １０００、 ５００、 ２００、 １００ μｇ 共 ５ 个剂量组，
同时设置阳性和溶剂对照。 每个剂量每个菌株各作 ３ 个平行皿，
在代谢活化 （加 Ｓ９） 和非代谢活化 （不加 Ｓ９） 两种条件下进行，

试验重复１次。 平皿在３７℃培养４８ ｈ 后人工计数回变菌落数， 并

求平均值和标准差。 若受试物的回变菌落数等于或大于溶剂对照

回变菌落数的 ２倍， 并有剂量⁃反应关系判定结果为阳性。
１ ２ ２　 微核试验　 设 ６、 １１、 ２２ ｍｇ ／ ｋｇ 三个剂量组， 同时设

阴性对照 （４％淀粉溶液） 和阳性对照 （ＣＰ ３０ ｍｇ ／ ｋｇ）。 ５０
只健康 ＫＭ 小鼠， 体重 １８～２２ ｇ， 随机分为五组， 采用 ３０ ｈ 两

次给药法， 第二次给药后 ６ ｈ 取材。 取胸骨骨髓制片、 固定、
染色、 阅片， 计算含有微核的嗜多染细胞数 （ＰＣＥ） 及 ＰＣＥ
与正染红细胞 （ＮＣＥ） 的比值， 如受试物剂量组与对照组相

比差异有统计学意义， 并有剂量⁃反应关系则可判定结果为

阳性。
１ ３　 统计分析

应用 ＳＰＳＳ１３ ０ 软件对数据进行统计分析。
２　 结果

２ １　 Ａｍｅｓ 试验

在代谢活化或未代谢活化条件下， 阳性对照组各菌株的

回变菌落数出现明显增多 （Ｐ＜０ ０１）， 说明本试验系统可靠。
在加 Ｓ９ 状态下， 每皿各剂量组诱发 ＴＡ９８ 回变菌落数增加 （Ｐ
＜０ ０５）， 且超过溶剂对照组菌落数 ２ 倍， 见表 １。 说明在代

谢活化条件下， ＤＮＡＮ 有致 ＴＡ９８ 菌株基因突变的作用。
２ ２　 微核试验

ＤＮＡＮ 各剂量组微核率与阴性对照组相比， 差异无统计

学意义 （Ｐ＞０ ０５）， 见表 ２。 说明在本试验条件下， ＤＮＡＮ 在

６～２２ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量范围内不引起小鼠骨髓嗜多染红细胞微核率

增加。
３　 讨论

Ｄｏｄｄ 等人曾用 ＴＡ９８、 ＴＡ１００、 ＴＡ１０２、 ＴＡ１５３５ 及 ＴＡ１５３７
菌株， 在代谢活化 （加 Ｓ９） 和不活化 （不加 Ｓ９） 的状态下检

测了 ＤＮＡＮ 的致突变性， 结果发现 ＤＮＡＮ 能诱导 ＴＡ１００ 在未

活化状态下回复突变增加［４］ 。 本次 Ａｍｅｓ 试验结果表明，
ＤＮＡＮ 在代谢活化时， 每皿 ２００、 ５００、 １０００、 ２５００ μｇ 浓

度下可诱发Ｔ９８回变菌落数增加（Ｐ＜０ ０５） ，且超过溶剂对照
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