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·实验研究·
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　 　 摘要： 研究白藜芦醇对镍染毒小鼠胚胎成纤维细胞

（ＮＩＨ ／ ３Ｔ３） 损伤的保护作用。 将 ＮＩＨ／ ３Ｔ３ 细胞分为镍染毒组

和白藜芦醇干预组， 染毒组给予终浓度分别为 ０ ００、 １００ ００、
２００ ００、 ４００ ００ μｇ ／ ｍｌ 的三氧化二镍 （Ｎｉ２Ｏ３） 混悬液。 干预

组在染毒前加入白藜芦醇溶液 （终浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 预处理

２ ｈ， 其他处理与染毒组一致。 采用 ＭＴＴ 法检测细胞生长抑制

率； 实时定量 ＰＣＲ （ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ， ＲＴ⁃ＰＣＲ） 法检测细胞中环

氧合酶⁃２ （ＣＯＸ⁃２） ｍＲＮＡ 的表达水平。 结果显示， 随着染毒

浓度的升高， 染毒组和干预组细胞生长抑制率均明显增加。 在

Ｎｉ２Ｏ３染毒浓度 １００ ００、 ２００ ００、 ４００ ００ μｇ ／ ｍｌ 时， 干预组抑制

率均低于染毒组， 差异有统计学意义（Ｐ＜０ ０５）； 干预组 ＣＯＸ⁃２
ｍＲＮＡ 相对表达量分别为 ４ １８±０ １８、 ５ ２５±１ １０、 ７ ３４±０ ９６。
干预组 ＣＯＸ⁃２ 基因相对表达量均低于染毒组， 差异有统计学意

义 （Ｐ＜０ ０５）。 提示， 随着镍染毒浓度的增加， ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞

损伤程度增加， ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达水平增高， 白藜芦醇对镍所

致的细胞损伤具有一定的保护作用。
关键词： 镍； ＣＯＸ⁃２； 白藜芦醇

中图分类号： Ｒ９９５　 　 文献标识码： Ｂ
文章编号： １００２－２２１Ｘ（２０１７）０１－００３６－０３
ＤＯＩ：１０．１３６３１ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｇｇｙｙｘ ２０１７ ０１ ０１１
镍 （ｎｉｃｋｅｌ， Ｎｉ） 是机体必需的微量元素， 具有许多生物

学作用， 但过多的镍进入机体则会引发相应的功能性、 器质

性损伤。 工业上常见的镍化合物有三氧化二镍 （Ｎｉ２Ｏ３）、 氢

氧化镍［Ｎｉ（ＯＨ） ２ ］、 硫酸镍 （Ｎｉ２ ＳＯ４ ） 等。 研究发现肺癌、
鼻咽癌发病率的增加与职业性接触镍化合物密切相关［１］ 。 已

有研究证实镍化合物可以导致细胞凋亡及肿瘤发生［２］ ， 但是

目前镍化合物的毒作用机制尚不完全明确［３］ 。 白藜芦醇 （ ｒｅｓ⁃
ｖｅｒａｔｒｏｌ， ３ ４ ５⁃ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｓｔｉｌｂｅｎｅ， Ｒｓｖ） 是一种天然非黄酮多

酚类化合物， 是被广泛研究的不对称且具有特定构型的二苯

乙烯衍生物。 有文献报道［４］ ， 白藜芦醇可以起到抗炎、 抗氧

化、 预防癌症等作用。 环氧化酶 （ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ， ＣＯＸ） 是

前列腺素合成途径中主要的限速酶之一， 参与炎症、 发热、
出凝血等病理生理过程。 ＣＯＸ⁃２ 是其同工酶之一， 在肿瘤发

生、 发展、 转移、 凋亡抑制及促进肿瘤血管生成等方面发挥

重要作用， 已成为肿瘤防治的一个新靶点［５］ 。 近年来， 有研

究表明 ＣＯＸ⁃２ 的高表达与非小细胞肺癌的发生、 发展密切相

关［６］ 。 本研究采用白藜芦醇进行干预， 通过观察三氧化二镍

（Ｎｉ２Ｏ３） 在体外诱导小鼠成纤维细胞 （ＮＩＨ ／ ３Ｔ３） 发生损伤

后细胞中 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达水平的变化， 探讨白藜芦醇对镍

染毒细胞是否具有保护作用， 为镍暴露职业人群健康的保护

提供依据。
１　 材料与方法

１ １　 主要试剂及仪器

三氧化二镍 （ Ｎｉ２ Ｏ３， 分析纯）、白藜芦醇药品 （纯度

９９％）、噻唑蓝（ＭＴＴ）， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 胎牛血清， 杭州四

季青公司； 胰蛋白酶， 碧云天生物技术研究所； 琼脂糖， 西

班牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ 公司； ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒， 北京康为世纪有限公司。
二氧化碳培养箱、 低温高速离心机， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；

酶标仪， 美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｃｈ 公司； 电泳仪， 北京凯元信瑞仪器有

限公司； 实时荧光 ＰＣＲ 仪， 上海宏石医疗科技有限公司。
１ ２　 细胞培养

小鼠胚胎成纤维细胞（ＮＩＨ ／ ３Ｔ３）由北京市肿瘤研究所提

供， 细胞接种于 ＤＭＥＭ 培养液中（含 １０％胎牛血清，１％双抗），
培养于 ３７℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中， 胰蛋白酶消化液消化， 传代

备用。
１ ３　 实验分组

将 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞分为染毒组和白藜芦醇干预组。 染毒组

给予终浓度分别为 ０ ００、 １００ ００、 ２００ ００、 ４００ ００ μｇ ／ ｍｌ 的
Ｎｉ２Ｏ３混悬液， 染毒时间为 ２４ ｈ。 干预组在染毒前加入白藜芦

醇溶液 ［二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ） 配制， 终浓度为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ］
预处理 ２ ｈ， 其他处理与染毒组一致。
１ ４　 细胞生长抑制率的 ＭＴＴ 法检测

将 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞接种于 ９６ 孔板中， 每个浓度组设 ６ 个复

孔， 处理 ２０ ｈ 后， 每孔加入 ＭＴＴ 液 （５ ｍｇ ／ ｍｌ） ２０ μｌ， 在

３７℃、 ５％ ＣＯ２条件下继续培养 ４ ｈ， 弃去每孔内液体， 加入

ＤＭＳＯ １５０ μｌ， ３７℃避光振荡孵育 １５ ｍｉｎ， 在酶标仪 ４９０ ｎｍ
波长下测定各孔吸光度 （Ａ） 值， 计算细胞相对生长抑制率。

细胞相对生长抑制率＝ １－染毒组 Ａ 值

空白对照组 Ａ 值
×１００％

１ ５　 总 ＲＮＡ 提取和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

应用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ， 并通过 ２６０ ／ ２８０ ｎｍ 对
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ＲＮＡ 质量进行评价。 将总 ＲＮＡ 反转录合成 ｃＤＮＡ 并进行扩

增， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 对 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 水平进行分析。 ２５ μｌ
ＰＣＲ 反应体系： ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ １０ ５ μｌ， 引物 Ｆ 和 Ｒ １ μｌ，
ｃＤＮＡ 模板 １ μｌ， ＳＹＢＲ Ｍｉｘ １２ ５ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件： ９５℃预

变性 ５ ｍｉｎ， ３５ 次循环 （９５℃ １５ ｓ， ６０℃ １ ｍｉｎ）。 溶解曲线分

析条件： ９５℃ １５ ｓ， ６０℃ １ ｍｉｎ， ９５℃ １５ ｓ， ６０℃ １５ ｓ。 ＣＯＸ⁃２
引物序列： 上游 ５⁃ＴＧＧＡＧＧＣＧＡＡＧＴＧＧＧＴＴＴＴＡ⁃３， 下游 ５⁃
ＧＡＧＴＧＧＧＡＧＧＣＡＣＴＴＧＣＡＴＴ⁃３； β⁃ａｃｔｉｎ 引物序列： 上游 ５⁃
ＡＣＴＧＣＣＧＣＡＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴ⁃３， 下游 ５⁃ＴＣＡＡＣＧＴＣＡＣＡＣＴＴＣＡＴＧＡＴ⁃
ＧＧＡ⁃３。 所有样本均重复检测 ３ 次， 计算扩增循环数 （Ｃｔ）
值， 各基因 ｍＲＮＡ 相对表达量采用 ２－ΔΔＣｔ法进行计算分析。
１ ６　 统计分析

所有数据均以ｘ±ｓ 表示， 采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件对数据进行

统计分析， 染毒组及干预组组内不同染毒浓度采用单因素方

差分析及相关分析； 相同染毒浓度下染毒组与干预组之间比

较采用 ｔ 检验， 以 Ｐ＜０ ０５ 为差异具有统计学意义。
２　 结果

２ １　 各组 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞生长抑制率的比较

由表 １ 可见， 在 Ｎｉ２ Ｏ３ 浓度为 １００ ００、 ２００ ００、 ４００ ００
μｇ ／ ｍｌ 时， 染毒组和干预组的细胞相对抑制率均高于空白组

（０ ００ μｇ ／ ｍｌ）， 差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。 相关分析显

示， 染毒组和干预组内不同 Ｎｉ２Ｏ３浓度与细胞生长抑制率呈正

相关， 且差异具有统计学意义 （ ｒ染毒组 ＝ ０ ９９９ ０， ｒ干预组 ＝
０ ９９６ ０， Ｐ＜０ ０５）。 在相同 Ｎｉ２Ｏ３浓度时， 干预组细胞相对抑

制率均低于染毒组， 差异具有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。
表 １　 各组 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞生长的相对抑制率

组别 Ｎｉ２Ｏ３浓度 （μｇ ／ ｍｌ） 相对抑制率（％）

染毒组 ０ ００ ０ ００
１００ ００ １３ ９１ａ

２００ ００ ３１ ７４ａ

４００ ００ ６５ ２２ａ

干预组 ０ ００ １ ０２
１００ ００ １２ １１ｂｃ

２００ ００ ３１ ０５ｂｃ

４００ ００ ５４ ７４ｂｃ

注： ａ， 与 ０ ００ μｇ ／ ｍｌ 染毒组比较， Ｐ＜０ ０５； ｂ， 与 ０ ００ μｇ ／ ｍｌ 干预

组比较， Ｐ＜０ ０５； ｃ， 与同剂量染毒组比较， Ｐ＜０ ０５。

２ ２　 白藜芦醇对镍染毒 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞中 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达

水平的影响

由表 ２ 可见， 染毒组与干预组 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞中 ＣＯＸ⁃２
ｍＲＮＡ 的表达量均随着镍染毒浓度的增加而增加， 与空白组

（０ ００ μｇ ／ ｍｌ） 比较， 差异具有统计学意义 （Ｆ染毒组 ＝ ４４ ２３，
Ｆ干预组 ＝ ７８ ２４， Ｐ＜０ ０５）。 相关分析显示， 染毒组和干预组内

不同 Ｎｉ２Ｏ３浓度与 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 相对表达量呈正相关， 且差异

有统计学意义 （ ｒ染毒组 ＝ ０ ９６８ ０， ｒ干预组 ＝ ０ ９７８ ０， Ｐ＜０ ０５）。
对相同浓度不同组别进行比较， 镍染毒浓度为 ０ ００ μｇ ／ ｍｌ

时， 干预组 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 相对表达量高于染毒组， 在 Ｎｉ２Ｏ３浓

度为 １００ ００、 ２００ ００、 ４００ ００ μｇ ／ ｍｌ 时， 干预组 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ
相对表达量均低于染毒组， 差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０５）。

表 ２　 各组 ＮＩＨ／ ３Ｔ３细胞中 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达水平 （ｎ＝３， ｘ±ｓ）

组别 Ｎｉ２Ｏ３浓度 （μｇ ／ ｍｌ） 相对表达量

染毒组 ０ ００ １ ００±０ ００
１００ ００ ７ ９２±０ ８０ａ

２００ ００ ９ ９５±１ ７８ａ

４００ ００ １５ ６３±２ ４７ａ

干预组 ０ ００ １ ４５±０ ４４
１００ ００ ４ １８±０ ２０ｂｃ

２００ ００ ４ ９２±０ ８０ｂｃ

４００ ００ ７ ６７±０ ４０ｂｃ

注： ａ， 与 ０ ００ μｇ ／ ｍｌ 染毒组比较， Ｐ＜０ ０５； ｂ， 与 ０ ００ μｇ ／ ｍｌ 干预

组比较， Ｐ＜０ ０５； ｃ， 与同剂量染毒组比较， Ｐ＜０ ０５。

３　 讨论

镍广泛应用于电镀、 电铸、 电焊等工业过程中。 目前认

为， 肺部和皮肤是镍暴露的主要靶器官［７］ 。 国际癌症研究中

心 （ＩＡＲＣ） 于 １９９０ 年正式确定镍化合物中的硫化镍 （Ｎｉ３Ｓ２）
和三氧化二镍 （Ｎｉ２Ｏ３） 为第 １ 类致癌物［８］ 。 白藜芦醇作为一

种天然多酚类化合物， 已被证实存在多种有益作用［４］ 。 在本

次实验中， 经镍染毒后的 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞， 生长抑制率随着染

毒浓度升高呈剂量依赖性增加。 经白藜芦醇预处理的 ＮＩＨ ／
３Ｔ３ 细胞， 生长抑制率有一定程度的降低， 提示白藜芦醇对

镍导致的细胞损伤有一定的保护作用。
ＣＯＸ⁃２ 是炎症反应中的诱导型关键酶， 一旦被诱导， 可

以导致大量的 ＰＧＥ２ 生成， 引起炎症反应； ＣＯＸ⁃２ 与癌症的发

生发展密切相关， 在正常组织中无表达， 当细胞受到各种刺

激因素 （包括生长因子、 细胞因子、 炎性介质、 促癌剂等）
作用时， 表达迅速上调； ＣＯＸ⁃２ 在肺癌发生、 发展、 转移过

程中的重要作用也被实验证实［ ９ ］ 。 在本实验中， 随着染毒剂

量的升高， ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞中 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达量呈剂量依赖

性增加， 加入白藜芦醇干预后， 干预组 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达

量均低于染毒组， 且存在一定的剂量⁃反应关系， 表明白藜芦

醇可以对镍染毒 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞中 ＣＯＸ⁃２ 的产生起到抑制作

用， 为白藜芦醇保护机制的研究奠定了基础。 有研究证实，
白藜芦醇能通过抑制环氧合酶 ＣＯＸ 的活性而在肿瘤早期阶段

起抑制作用［ １０ ］ ， 这与本研究的结果一致。 我们认为白藜芦醇

可能通过下调 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 在 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞中的表达来达到

抗炎、 延缓癌症进程的作用， 而白藜芦醇发挥其保护作用的

具体机制有待进一步研究。
本研究表明， 镍染毒可增加 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞的生长抑制率，

同时细胞中 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 表达量也随之增加， 而白藜芦醇的

干预可以改善这种损伤情况， 说明白藜芦醇对镍染毒引起的

ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞损伤具有一定的保护作用， 并且其保护机制之

一可能是通过下调 ＣＯＸ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达来实现。 本实验结果

为白藜芦醇对抗镍的毒性作用的研究及镍暴露职业工人呼吸

系统炎症与肿瘤的预防提供了新的思路。
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工业性角膜异物是我院眼科门急诊常见的眼外伤， 以金

属性异物———铁屑最为常见。 我院于角膜异物剔除术后联合

应用重组人表皮生长因子和盐酸左氧氟沙星滴眼液， 取得满

意疗效， 现报告如下。
１　 资料与方法

１ １　 临床资料

２０１５ 年 １—１２ 月于我院门急诊就诊的工业性角膜异物患

者 ９８ 例 ９８ 只眼， 均为单眼异物。 其中男性 ９５ 例、 女性 ３ 例，
年龄 ２１～６２ （平均 ３５±２） 岁。 患眼异物均未超出角膜基质层

的前 １ ／ ２。 根据随机数字表法将患者分为治疗组 （４９ 例） 和

对照组 （４９ 例）， 两组患者在年龄、 性别等一般资料差异无

统计学意义， 具有可比性。
１ ２　 治疗方法

所有患者均使用盐酸奥布卡因滴眼液进行表面麻醉， 于

裂隙灯显微镜下使用 １ ｍｌ 一次性注射器针头剔除角膜异物。
剔除术后， 治疗组患者应用重组人表皮生长因子和盐酸左氧

氟沙星滴眼液滴眼 ４ 次 ／ ｄ， 对照组患者仅用盐酸左氧氟沙星

滴眼液滴眼 ４ 次 ／ ｄ。 告知患者 ３ ｄ 后眼科门诊复查。
１ ３　 疗效标准

根据患者临床表现及角膜荧光素染色情况判定疗效。 治

愈： 患眼疼痛、 异物感、 羞明流泪等症状消失， 角膜创面基

本愈合， 荧光素染色阴性； 显效： 患眼临床症状显著减轻，
角膜创面修复＞５０％， 荧光素染色阴性或 “ ＋”； 好转： 患眼

临床症状减轻， 角膜创面修复 ２５％ ～ ５０％， 荧光素染色 “＋”
或 “＋＋”； 无效： 患眼临床症状无好转或加重， 角膜荧光素

染色与治疗前无明显变化。
１ ４　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件进行统计学分析， 应用 χ２ 检验比较

两组间的疗效差异， 以 Ｐ＜０ ０５ 为差异具有统计学意义。
２　 结果

治疗后 ３ ｄ 门诊复查， 治疗组 ４９ 例， 治愈 ４１ 例、 显效 ５
例、 好转 ３ 例， 治愈率为 ８３ ７％； 对照组 ４９ 例， 治愈 ３０ 例、
显效 ７ 例、 好转 １２ 例， 治愈率为 ６１ ２％。 两组治愈率比较，
差异有统计学意义 （Ｐ＜０ ０１）。
３　 讨论

当角膜受到损伤时， 其周围组织细胞就会释放出内源性

细胞生长因子 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＥＧＦ） 用于促进和调

节角膜上皮细胞、 基质成纤维细胞和内皮细胞的增生、 分化

及移行， 促进角膜损伤的愈合。 并且重组人表皮生长因子

（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ｒｈＥＧＦ） 在修复过

程中可促使角膜胶原纤维板层的排列更加接近正常人的合理

排列趋势。 但人体组织中的 ＥＧＦ 含量普遍较低， 因此应用外

源性 ｒｈＥＧＦ 以补充内源性 ＥＧＦ 的不足， 对于启动细胞增殖、
加速创面修复有非常重要的临床意义［１］ 。

本次观察的治疗组患者角膜异物剔除术后， 在使用盐酸

左氧氟沙星滴眼液抗感染的基础上， 应用重组人表皮生长因

子滴眼液促进角膜上皮和基质的愈合， 经药物治疗 ３ ｄ 后临床

症状均有明显改善， 且治愈率高于仅使用盐酸左氧氟沙星滴

眼液的对照组， 差异具有统计学意义 （Ｐ＜０ ０１）。 重组人表

皮生长因子滴眼液对眼表上皮细胞有促分裂再生的作用， 可

加速受损角膜上皮的愈合， 其联合盐酸左氧氟沙星滴眼液可

显著提高工业性角膜异物剔除术后的临床疗效。
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