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Ｎｒｆ２ 信号通路在锰致雄性小鼠生殖毒性中的作用
史鹏程， 吴凤迪， 杨欣欣， 杨海波， 徐斌， 刘巍， 邓宇

（中国医科大学公共卫生学院环境卫生学教研室， 辽宁 沈阳　 １１０１２２）

　 　 摘要： 目的　 研究锰对雄性小鼠睾丸 Ｎｒｆ２ 信号通路的影响， 探索锰致雄性生殖障碍的机制。 方法　 将 ４８ 只雄性

昆明小鼠随机分为对照组、 高锰组、 高锰＋叔丁基对苯二酚 （ｔＢＨＱ） 干预组和高锰＋异烟肼 （ ＩＮＨ） 干预组。 对照组、
高锰组皮下注射生理盐水， ｔＢＨＱ 干预组皮下注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ ｔＢＨＱ， ＩＮＨ 干预组皮下注射 １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＩＮＨ。 ２ ｈ 后对照组

腹腔注射生理盐水， 其余三组腹腔注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＭｎＣｌ２。 注射容量均 ５ ｍｌ ／ ｋｇ， 持续 ４ 周。 ＨＥ 染色观察小鼠睾丸组织

形态改变； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 测定睾丸组织内 Ｎｒｆ２、 ＳＯＤ２ 及 ＧＰｘ⁃１ 的蛋白表达水平。 结果　 与对照组比较， 高锰组小鼠

睾丸组织形态出现损伤； 与高锰组比较， ｔＢＨＱ 干预组小鼠睾丸组织形态损伤出现恢复； ＩＮＨ 干预组损伤加剧。 与对

照组比较， 高锰组睾丸组织内 Ｎｒｆ２、 ＳＯＤ２ 及 ＧＰｘ⁃１ 的蛋白水平分别下降 ４９􀆰 １４％、 ４９􀆰 ４２％、 ３９􀆰 ０６％； 与高锰组比较，
ｔＢＨＱ 干预使上述指标恢复， Ｎｒｆ２、 ＳＯＤ２ 及 ＧＰｘ⁃１ 分别升高 ３５􀆰 ７７％、 ３１􀆰 ７７％、 ４１􀆰 ５２％； ＩＮＨ 干预使之加剧， Ｎｒｆ２、
ＳＯＤ２ 及 ＧＰｘ⁃１ 分别下降 ３２􀆰 ７１％、 １４􀆰 ６５％、 ４０􀆰 ３１％。 结论　 锰暴露可通过干扰 Ｎｒｆ２ 信号通路， 造成睾丸组织病理损

伤， 产生生殖毒性。
关键词： 锰； 叔丁基对苯二酚 （ｔＢＨＱ）； 异烟肼 （ＩＮＨ）； 核转录因子 ＮＦ⁃Ｅ２ 相关因子； 生殖毒性
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｍａｎｇａｎｅｓｅ； ｔｅｒｔ⁃ｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ （ ｔＢＨＱ）； ｉｓｏｎｉａｚｉｄ （ ＩＮＨ）； ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＮＦ⁃Ｅ２ ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ； ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ

　 　 体内摄入过量的锰 （ｍａｎｇａｎｅｓｅ， Ｍｎ） 会发生锰

中毒， 导致精液质量降低， 生殖能力衰减或丧失， 生

殖细胞损伤等。 研究表明， 锰可通过血睾屏障蓄积在

睾丸中， 损伤雄性生殖系统［１］。 氯化锰 （ＭｎＣｌ２） 可

导致雄性小鼠睾丸组织产生脂质过氧化反应， 并且影

响精子的运动能力［２］。
Ｎｒｆ２⁃ｋｅａｐ１⁃ＡＲＥ 是抗氧化应答机制中最重要的一

条信号通路。 生理状态下， 核转录因子 ＮＦ⁃Ｅ２ 相关
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因子 （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ， Ｎｒｆ２）
和 胞 浆 蛋 白 （ ｋｅｌｃｈ⁃ｌｉｋｅ ＥＣＨ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，
Ｋｅａｐ１） 结合， 并处于非活性状态， 当受到氧化剂及

亲电试剂作用时， Ｎｒｆ２ 与 Ｋｅａｐ１ 解离活化， 活化的

Ｎｒｆ２ 在多种蛋白激酶的磷酸化作用下转移入核， 与

核内 Ｍａｆ 蛋白结合为异二聚体后识别并与抗氧化反应

元件 （ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ， ＡＲＥ） 相结合，
启动下游抗氧化基因与一系列解毒酶的转录， 发挥抗

氧化作用［３，４］。 叔丁基对苯二酚 （ ｔｅｒｔ⁃ｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｑｕｉ⁃
ｎｏｎｅ， ｔＢＨＱ） 是公认的强抗氧化剂， 可通过降低细胞

活性氧簇 （ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ） 水平来抑制

细胞凋亡［５］。 异烟肼 （ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ， ＩＮＨ） 通过抑制

Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路来抑制细胞的抗氧化反应而导致

各种并发症。 ｔＢＨＱ 和 ＩＮＨ 在 Ｎｒｆ２⁃ｋｅａｐ１⁃ＡＲＥ 通路中

对氧化应激产生较强的激活和抑制作用。 本实验采用

ｔＢＨＱ 和 ＩＮＨ 从激活和抑制两个方面调控 Ｎｒｆ２， 并检

测 Ｎｒｆ２、 超氧化物歧化酶 ２ （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ２，
ＳＯＤ２）、谷胱甘肽过氧化物酶 １ （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ １，
ＧＰｘ⁃１） 指标在不同条件下的变化， 深入研究 Ｎｒｆ２⁃
ｋｅａｐ１⁃ＡＲＥ 信号通路在锰致生殖毒性中的作用， 为锰

中毒生殖损伤的防治提供有效实验依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂与仪器

ＭｎＣｌ２、 ＩＮＨ、 ｔＢＨＱ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）， 兔抗

Ｎｒｆ２ 多克隆抗体、 小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ 多克隆抗体 （美国

ＳｅｎｔａＣｒｕｚ 公司）， 鼠抗 ＳＯＤ２ 多克隆抗体、 兔抗 ＧＰｘ⁃１
多克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司）。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上

样缓冲液 （碧云天生物技术研究所）， １５１２ 切片机

（德国 Ｌｅｉｔｚ 公司）， ＷＦＪ７２００ 型可见分光光度计 （上
海尤尼柯仪器有限公司）， ＤＬ⁃５ 低速大容量离心机

（上海安亭科学仪器厂）， 高速分散匀质机 （上海标

本模型厂）， ＫＳ⁃１５０ 超声波细胞粉碎机 （宁波科生仪

器厂）， ２⁃１６Ｋ 高速离心机 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）， 旋涡

混合器 （北京金北德工贸有限公司）， 电热恒温三用

水箱 （北京光明医疗仪器厂）， ＶＥ⁃１８６ 转印电泳槽

（上海天能科技有限公司）， ＥＰＳ⁃３００ 电泳仪 （上海

天能科技有限公司）， ＧＤＳ⁃８０００ 凝胶成像分析系统

（美国 ＵＶＰ 公司）， ＷＤ⁃９４０５Ｂ 型水平摇床 （北京市

六一仪器厂）。
１􀆰 ２　 动物分组及染毒方式

选择雄性昆明小鼠 ４８ 只， 由中国医科大学实验

动物中心提供， 体重 （３０±２） ｇ， 合格证号： ＳＹＸＫ
（辽） ２０１３—０００７。 动物实验室温度 １８ ～ ２３℃， 相对

湿度 ４５％～５５％， 在普通光照下， 动物自由摄食、 饮

水， 由实验动物中心提供动物饲料。
饲养 １ 周后， 按体重随机分为对照组、 高锰组、

高锰＋ｔＢＨＱ 干预组和高锰＋ＩＮＨ 干预组。 对照组、 高

锰组皮下注射生理盐水， ｔＢＨＱ 干预组皮下注射 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ ｔＢＨＱ， ＩＮＨ 干预组皮下注射 １００ ｍｇ ／ ｋｇ ＩＮＨ；
２ ｈ 后对照组腹腔注射生理盐水， 其余三组腹腔注射

５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＭｎＣｌ２， 注射容量均为 ５ ｍｌ ／ ｋｇ， 染毒时间

为 ２８ ｄ， 每天染毒 １ 次， 隔日干预 １ 次。
１􀆰 ３　 小鼠体重及脏器系数测定

按标准操作规则抓取实验小鼠， 放于电子秤盘

上， 使小鼠四肢均踏于盘上， 待小鼠安静后记录其体

重数， 每周记录 １ 次。
最后 １ 次染毒 ２４ ｈ 后， 采用水合氯醛将小鼠麻

醉， 剪心脏放血处死， 打开腹腔， 取睾丸及附睾， 称

重， 并计算其脏器系数 （脏器系数 ＝脏器重量 ／体重

×１００％）
１􀆰 ４　 ＨＥ 染色

每组取 ２ 只小鼠水合氯醛麻醉， 剪开右心耳， 在

左心室插管， 用生理盐水迅速冲洗睾丸， 再用 ４％多

聚甲醛的 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液灌流固定， 流速 １０
ｍｌ ／ ｍｉｎ。 灌洗后， 取出完整组织。 再用 ４％多聚甲醛

固定 ２４ ｈ， 经梯度乙醇 （７０％、 ８０％、 ９０％、 ９５％、
１００％Ⅰ， １００％Ⅱ） 脱水， 二甲苯Ⅰ、 Ⅱ透明。 低熔

点石蜡浸蜡及包埋睾丸组织， 包埋后使用 Ｌｅｉｔｚ１５１２
型切片机做额状厚度为 ５ μｍ 切片。 每只动物制 １５
张切片， 置于 ４５°Ｃ 水浴的平皿水中展片并贴片。

将制备好的石蜡切片常规脱蜡至水， 再苏木素染

色 １５ ｍｉｎ， 后用自来水冲洗 ２ 次， 再盐酸分化 １０ ｓ，
用自来水冲洗终止反应， 再浸泡过夜， １％伊红染色

１ ｍｉｎ， 后常规脱水、 透明及封片。 常规的 ＨＥ 染色，
使用显微镜观察睾丸组织形态变化并拍照。
１􀆰 ５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测睾丸内 Ｎｒｆ２、 ＳＯＤ２ 及

ＧＰｘ⁃１ 的蛋白表达水平

取 １５０ ｍｇ 睾丸组织置于离心管中， 加入 １􀆰 ０ ｍｌ
Ｗｅｓｔｅｒｎ 细胞裂解液和１０ μｌ Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｃｏｃｋｔａｉｌ，
于冰浴下匀浆， 超声波破碎细胞后， 于 ４℃ １５ ０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎ， 将上清液转移至新的离心管中。

用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度后， 加入

５０ μｌ Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ （２×）， 沸水浴使蛋白变性； 用

ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳分离， 把蛋白转移到硝酸纤

维素膜上。 ５％的脱脂奶粉 （ＴＢＳ⁃Ｔｗｅｅｎ） 配制中封

闭， 封闭后将硝酸纤维素膜取出， ＴＢＳＴ ５ ｍｉｎ×３ 次，
后加入一抗 （Ｎｒｆ２ １ ∶ ５００， ＳＯＤ２ １ ∶ １ ０００， ＧＰｘ⁃１
１ ∶ １ ０００， β⁃ａｃｔｉｎ １ ∶ １ ０００， 封闭液稀释）， ４°Ｃ 孵育
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过夜。 取膜按上述方法洗膜后加入二抗 （１ ∶ ５ ０００，
封闭液稀释）， ３７°Ｃ 孵育 ２ ｈ， 用 ＥＣＬ 试剂法发光

显色。
Ｉｍａｇｅ Ｊ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 分析光密度， 计算所得目的条带

光密度值和 β⁃ａｃｔｉｎ 光密度值的比值并进行分析。
１􀆰 ６　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行统计分析， 多组间比较

采用方差齐性检验和单因素方差分析 （ Ｏｎｅ Ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）。 组间两两比较， 若方差齐时， 采用 ＬＳＤ
检验 （Ｓｔｕｄｅｎｔ⁃Ｎｅｗｍａｎ⁃Ｋｅｕｌｓ 法）。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 一般状况

各组小鼠脾气温顺， 易于抓捕， 胆小怕惊， 喜欢

暗光环境， 白天活动少， 夜间活动频繁， 毛色顺畅，
饮食饮水正常。 每周测定 １ 次小鼠体重， 与对照组

比， 各组小鼠体重基本无变化， 差异均无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见图 １。

图 １　 各组小鼠体重测定
２􀆰 ２　 睾丸和附睾脏器系数

各组小鼠睾丸和附睾脏器系数无明显差异， Ｐ＞
０􀆰 ０５。 见表 １。

表 １　 睾丸和附睾脏器系数 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ 睾丸脏器系数 附睾脏器系数

对照组 ７ ５􀆰 ２７±０􀆰 ４３ １􀆰 ０３±０􀆰 １８
高锰组 ７ ４􀆰 ５６±２􀆰 １７ ０􀆰 ９８±０􀆰 ２５
ｔＢＨＱ 干预组 ６ ５􀆰 ５５±０􀆰 ８４ １􀆰 ３７±０􀆰 ３４
ＩＮＨ 干预组 ７ ４􀆰 ８３±０􀆰 ７３ １􀆰 ０９±０􀆰 ２２

２􀆰 ３　 睾丸组织形态

空白对照组小鼠睾丸组织形态层次分明、 结构清

晰、 形态规则完整； 高锰组小鼠睾丸组织形态紊乱、
层次模糊、 结构疏松、 小鼠睾丸组织结构损伤程度加

剧； ｔＢＨＱ 干预组小鼠睾丸组织形态损伤出现恢复，
小鼠睾丸组织形态近于正常； ＩＮＨ 干预组小鼠睾丸组

织结构损伤程度加剧明显， 小鼠睾丸结构组织排列不

规则、 形态无层次、 结构疏松， 出现变性和坏死。 见

图 ２ （封三）。

２􀆰 ４　 睾丸组织 Ｎｒｆ２ 蛋白水平

与对照组比较， 高锰组睾丸组织内 Ｎｒｆ２ 的蛋白

水平下降， Ｎｒｆ２ 下降 ４９􀆰 １４％， 差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与高锰组比较， ｔＢＨＱ 干预组 Ｎｒｆ２ 的蛋

白水平升高， Ｎｒｆ２ 升高 ３５􀆰 ７７％， 指标恢复， 差异有

统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＩＮＨ 干预组 Ｎｒｆ２ 的蛋白水

平下降加剧， Ｎｒｆ２ 下降 ３２􀆰 ７１％， 差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ３。

注： ∗∗， 与对照组比较 Ｐ＜０􀆰 ０１； ＃＃， 与高锰组比较 Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 小鼠睾丸组织内 Ｎｒｆ２ 的蛋白表达

２􀆰 ５　 睾丸组织 ＳＯＤ２ 和 ＧＰｘ⁃１ 的表达

与对照组比较， 高锰组睾丸组织内 ＳＯＤ２ 和 ＧＰｘ⁃
１ 的蛋白水平均下降， ＳＯＤ２ 下降 ４９􀆰 ４２ ％、 ＧＰｘ⁃１ 下

降 ３９􀆰 ０６ ％， 差异均有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与高

锰组比较， ｔＢＨＱ 干预组 ＳＯＤ２ 和 ＧＰｘ⁃１ 的蛋白水平

升高， ＳＯＤ２ 升高 ３１􀆰 ７７％、 ＧＰｘ⁃１ 升高 ４１􀆰 ５２％， 差

异均有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＩＮＨ 干预组 ＳＯＤ２ 和

ＧＰｘ⁃１ 的蛋白水平下降加剧， ＳＯＤ２ 下降 １４􀆰 ６５％、
ＧＰｘ⁃１ 下降 ４０􀆰 ３１％， 差异均有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ４、 ５。
３　 讨论

动物实验表明锰具有生殖毒性， 对雄性生殖功能

的影响很大。 宣登峰等［６］ 的实验表明， 给予昆明小

鼠染锰后， 小鼠精子的活动度、 睾丸系数、 精子总数

随染毒剂量的增加而降低， 精子畸形率随染毒剂量的

增加而升高， 所以 ＭｎＣｌ２ 通过血睾屏障， 抑制、 干扰

精子的生长及发育， 在一定程度上反映了 ＭｎＣｌ２ 具有

损伤生殖细胞的作用。 郭海等［７］ 对大鼠实验的相关

分析也表明， 在染锰时间相同的情况下， 高剂量组与

低剂量组相比较， 精子数目和精子的活动度明显下

降， 精子畸形率明显升高， 染锰 １５ ｍｇ ／ ｋｇ ４ 周即可
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注： ∗∗， 与对照组比较， Ｐ＜０􀆰 ０１； ＃＃， 与高锰组比较， Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 小鼠睾丸组织内 ＳＯＤ２ 蛋白表达

注： ∗∗， 与对照组比较 Ｐ＜０􀆰 ０１； ＃＃， 与高锰组比较 Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ５　 小鼠睾丸 ＧＰｘ⁃１ 蛋白表达

对雄性大鼠的生精功能产生抑制效果， 使精子发育异

常， 损伤精子活性， 说明锰对生精细胞功能有一定影

响。 ｔＢＨＱ 具有较高的抗氧化性， 有助于细胞免受损

伤， 其作用机制可能来源于 ｔＢＨＱ 已被证实为 Ｎｒｆ２ 的

诱导剂， ｔＢＨＱ 对 Ｎｒｆ２ 活化及血红素加氧酶 １ 诱导的

氧化应激具有保护作用［８］。 有报道显示［９］， ｔＢＨＱ 保

护细胞对抗氧化攻击和急性毒性可能由于诱导上调

Ｎｒｆ２， 从而增加细胞保护蛋白的表达， 如谷胱甘肽 Ｓ⁃
转移酶、 氧化还原酶 １ 及血红素加氧酶 １ 等。 Ｎｒｆ２ 是

细胞抗氧化损伤关键的转录因子。 有实验将 ＩＮＨ 用

于小鼠体内， 采用 ＱＰＣＲ 检测小鼠脏器内 Ｎｒｆ２ 及下

游基因的表达， 获取 ＩＮＨ 在小鼠脏器中对 ＡＲＥ 活性

是否具有抑制作用， 从而得出 ＩＮＨ 对小鼠脏器内

Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路具有抑制作用的结论［１０］。
本实验采用 ＨＥ 染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 测定小鼠

睾丸组织内 Ｎｒｆ２、 ＳＯＤ２ 及 ＧＰｘ⁃１ 三个显著指标， 结

果表明锰对 Ｎｒｆ２ 信号通路具有抑制作用， 与对照组

比较， 高锰组小鼠睾丸组织形态损伤， 通过锰暴露促

使 Ｎｒｆ２、 ＳＯＤ２ 及 ＧＰｘ⁃１ 的蛋白水平下降。 本实验利

用 ｔＢＨＱ 干预染锰小鼠， 采用相关技术测定小鼠睾丸

中 Ｎｒｆ２ 及其下游 ＳＯＤ２ 和 ＧＰｘ⁃１ 的蛋白水平， 探讨

ｔＢＨＱ 对小鼠睾丸细胞内 Ｎｒｆ２ 是否具有激活保护作

用。 根据实验结果分析， ｔＢＨＱ 组 Ｎｒｆ２ 的蛋白水平高

于高锰组和 ＩＮＨ 组， 但低于对照组； ｔＢＨＱ 组 ＳＯＤ２
的蛋白水平趋势与 Ｎｒｆ２ 相同； ＧＰｘ⁃１ 的蛋白水平高于

空白对照组、 高锰组和 ＩＮＨ 组。 由此得知 ｔＢＨＱ 激活

了 Ｎｒｆ２ 及下游基因的表达， 从而得出 ｔＢＨＱ 可激活

Ｎｒｆ２ 信号通路。 同样利用 ＩＮＨ 干预染锰小鼠， 采用

以上检测方法， 得知 ＩＮＨ 对小鼠睾丸细胞内 Ｎｒｆ２ 具

有抑制作用， ＩＮＨ 组 Ｎｒｆ２ 的蛋白水平低于对照组、
高锰组和 ｔＢＨＱ 组； ＩＮＨ 组的 ＳＯＤ２ 和 ＧＰｘ⁃１ 蛋白水

平趋势与 Ｎｒｆ２ 相同， 分析得知 ＩＮＨ 在锰暴露情况下

可抑制 Ｎｒｆ２ 降低下游基因的表达， 从而得出 ＩＮＨ 可

抑制 Ｎｒｆ２ 信号通路。 此实验通过使用 ｔＢＨＱ 和 ＩＮＨ
从正反两个方面证实， 锰暴露可通过抑制 Ｎｒｆ２ 对

ＳＯＤ２ 和 ＧＰｘ⁃１ 转录调节破坏睾丸的抗氧化功能。 目

前国内外研究显示， ｔＢＨＱ 通过促进 Ｎｒｆ２ 蛋白入核进

而激活 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路， 启动下游基因的表达发

挥抗氧化作用［１１］， ＩＮＨ 可抑制小鼠细胞系 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ
信号通路［１０］。

本实验表明 ｔＢＨＱ 和 ＩＮＨ 在小鼠睾丸组织中对

Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路起到了激活和抑制的作用， 为后

续 ｔＢＨＱ 和 ＩＮＨ 作为 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 的激活剂和抑制剂提

供了有力依据， 锰暴露可通过干扰 Ｎｒｆ２ 信号通路，
造成睾丸组织损伤， 从而产生生殖毒性， 对于预防锰

的生殖毒性具有重要意义。
参考文献：
［１］ Ｒｏｍａｎｉｕｋ ＡＭ， Ｍｏｓｋａｌｅｎｋｏ Ｉ， Ｓａｕｌｉａｋ ＳＶ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｓｃｕｌａｒ⁃ｐａｒｅｎｃｈｙｍａｌ

ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｅｓｔｅｓ ｕｎｄｅｒ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ
ｓａｌｔｓ ［Ｊ］． Ｌｉｋ Ｓｐｒａｖａ， ２０１３ （４）： １２２⁃１２７􀆰

［２］ 邓晓辉． 氯化锰对小鼠中枢神经、 生殖系统的毒性研究 ［Ｄ］． 兰

州大学， ２００８．
［３］ Ｌｉ Ｌ， Ｙａｎｇ Ｎ， Ｎｉｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ ｈｅｒｂａｌ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒｍｕｌａ Ｔａｏ Ｈｏｎｇ Ｓｉ

Ｗｕ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ａｎｄ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｔｕｒａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ，
２０１５， ６９ （１）： ７６⁃８５．

［４］ Ｃｈａｐｐｌｅ ＳＪ， Ｐｕｓｚｙｋ ＷＭ， Ｍａｎｎ ＧＥ． Ｋｅａｐ１⁃Ｎｒｆ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｒｅｄｏｘ ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｕｔｅｒｏ： ｐｒｉｍｉｎｇ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｆｒｅｅ
Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ， ２０１５ （８８）： ２１２⁃２２０􀆰

［５］ Ｋｈｏｄａｇｈｏｌｉ Ｆ， Ｔｕｓｉ ＳＫ． Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｂｙ ｔＢＨＱ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ＬＰＳ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１１， ３５４ （１⁃２）： ９７⁃１１２􀆰

［６］ 宣登峰， 易建华， 画伟． 锰对小鼠精子的损害作用 ［ Ｊ］ ． 工业卫

生与职业病， ２００２， ２８ （１）： １７⁃１９􀆰
［７］ 郭海， 才秀莲， 王国秀． 锰对大鼠生精功能的影响及机理研究

·６６１· 中国工业医学杂志　 ２０１８ 年 ６ 月第 ３１ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｉｎｄ Ｍｅｄ　 Ｊｕｎｅ ２０１８， Ｖｏｌ． ３１ Ｎｏ． ３　 　



［Ｊ］ ． 河南职工医学院学报， ２０１３， ２５ （２）： １１７⁃１２０．
［８］ Ｌｉ ＨＹ， Ｚｈｏｎｇ ＹＦ， Ｗｕ ＳＹ， ｅｔ ａｌ． ＮＲ⁃Ｅ２ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔｅｒｔ⁃ｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔ
ａｇａｉｎｓｔ ｄｅｌｔａｒｎｅｔｒｉｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２００７， ２０ （９）： １２４２⁃１２５１􀆰

［９］ Ｋｅｕｒｎ ＹＳ， Ｈａｎ ＹＨ， Ｌｉｅｗ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｒｎｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１
（ＨＯ⁃１） ａｎｄ ＮＡＤ ［Ｐ］ Ｈ： ｑｉｎｏｎｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ １ （ＮＱＯ１） ｂｙ ａ
ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ， ｂｕｔｙｌａｔｅｄ ｈｙｄｒｏｘｙａｎｉｓｏｌｅ （ＢＨＡ） ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏ⁃

ｌｉｔｅ， ｔｅｒｔ⁃ｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ （ ｔＢＨＱ） ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ⁃ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｈｕｍａｎ ａｎｄ
ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｐｇａｒｎａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００６ （ ２３ ）：
２５８６⁃２５９４􀆰

［１０］ 刘现闯． 异烟肼在小鼠不同脏器中 Ｎｒｆ２⁃ＡＲＥ 信号通路抑制作用

的实验研究 ［Ｄ］． 中国医科大学， ２０１６􀆰
［１１］ Ｓｈｅｎ Ｇ， Ｊｅｏｎｇ ＷＳ， Ｈｕ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２， ＮＦ⁃ｋａｐｐａＢ

ａｎｄ ＡＰ⁃１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｙ ｃｈｅｍｏｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ａｇｅｎｔｓ ［ Ｊ ］ ．
Ａｎｔｉｏｘｉｄ Ｒｅｄｏｘ Ｓｉｇｎａｌ， ２００５， ７ （７）： １６４８⁃１６６３􀆰

􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣􀥣

　 　 收稿日期： ２０１８－０２－１４； 修回日期： ２０１８－０３－３０
作者简介： 赵雪梅 （１９８０—）， 女， 副主任医师， 主要从事职业

病临床工作。

拆除废旧设备引起群体性铅中毒事故分析
赵雪梅， 马少元， 李秀萍， 单颖

（青海省第四人民医院职业病科， 青海 西宁　 ８１００００）
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文章编号： １００２－２２１Ｘ（２０１８）０３－０１６７－０１
ＤＯＩ：１０．１３６３１ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｇｇｙｙｘ􀆰 ２０１８􀆰 ０３􀆰 ００２
２０１８ 年 １ 月某铅厂对废旧厂房设备进行拆除。 作业 １０ 余

天后， 工人相继出现头痛、 头晕、 腹痛、 便秘等症状； 工作

３０ 天后， 部分工人出现腹绞痛、 肠梗阻症状， 查血铅均不同

程度升高。 现将事故调查报告如下。
１　 现场卫生学调查

该厂生产采用进口卡尔多炉， 原料主要是含硫化铅

（ＰｂＳ） 的铅矿石， 经配料、 烧结、 破碎， 加焦炭等入熔炼炉，
每次装炉 ８０ ｔ， 副产品净化为硫酸。 主要工艺过程： 喷矿

（含 ＰｂＳ） →还原→除渣 （产生大量铅烟和二氧化硫） →出铅

→铸铅锭。 原料车间运输带采用门窗自然通风， 熔炼炉出铅

口、 冷凝带、 除渣口、 配料车间和干燥下料口均为敞开式，
车间顶部虽有流式通风机， 但未予启用， 导致铅烟、 铅尘随

自然风飘散。 该厂建于 ２００６ 年， 生产 １ 年后因发生群体性铅

中毒而停产 １２ 年， 当时现场检测 １４ 个点 １９ 份样本， 铅超标

率达 ６２􀆰 ５％， 最高超标 ３􀆰 ０４ 倍［１］ 。
生产停运后曾对堆积的原料、 成品和废料向厂区外转运，

但对熔炼炉及其生产线运输带、 管道等未做清理， 厂房一直

关闭。 本次主要拆除卡尔多熔炼炉及其原料运输带、 管道、
出铅带等附属设施， 现场作业 ３６ 人， 每天工作 ９ ｈ。 现场扬

尘较大， 主要接触未清理的铅尘； 熔炼炉和管道内壁残留大

量铅尘和铅矿废渣， 高温切割时散发大量铅烟尘。 切割人员

仅使用电焊工面罩， 其他人员佩戴一般防尘口罩， 穿一般工

作服， 运输和吊装司机无任何防护措施； 整个拆迁现场无环

境保护措施， 也未做现场危害因素浓度检测。
２　 临床资料

３６ 名作业人员中来本院门诊检查 ２９ 人， 均为男性， 年龄

３１～５５ （４３􀆰 ３±７􀆰 ２） 岁， 接触铅作业时间 １０ ～ ３６ ｄ （平均 ２１
ｄ）； 其余 ７ 人工作 １５ ｄ 后出现症状， 以为是高原反应， 返乡
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后未来我院检查。

门诊检查 ２９ 例均有不同程度头痛、 头晕， 腹痛、 便秘等

症状， 其中 ３ 例顽固性便秘、 ３ 例腹绞痛伴便秘 ５ ～ ７ ｄ； １ 例

出现癫痫样抽搐 ２ 次， 每次持续数秒， 即自行好转。
腹部 Ｘ 线片示肠管积气扩张 ７ 例 （其中 ５ 例有 １～ ３ 处液

气平面）； 肝功转氨酶伴胆红素升高 ２ 例 （１ 例 ＡＬＴ １２８ Ｕ ／ Ｌ、
ＡＳＴ ７８８ Ｕ ／ Ｌ， １ 例 ＡＬＴ ７８ Ｕ ／ Ｌ、 ＡＳＴ ７４５ Ｕ ／ Ｌ）， 均排除肝炎

等损伤肝功能疾病， 经治疗 ＡＬＴ、 ＡＳＴ、 胆红素基本恢复正

常； 单纯 ＡＬＴ 升高 １ 例 （８１ Ｕ ／ Ｌ） 治疗后正常； 白细胞轻度

减少 ２ 例 （ ３􀆰 ９ × １０９ ／ Ｌ 和 ３􀆰 ８ × １０９ ／ Ｌ， 其中 １ 例血钾 ３􀆰 ４
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 治疗后均正常。 ２９ 例门诊检测血铅值 １２８􀆰 ３ ～
１ ５２３􀆰 ４ μｇ ／ Ｌ， 血铅＞４００ μｇ ／ Ｌ 者达 ２２ 例。

２９例中有 １５例收入我院进行驱铅治疗， 依地酸钙钠 １ ｇ＋５％
葡萄糖注射液 ２５０ ｍｌ 静脉滴注， 连用 ３ ｄ， 停药 ４ ｄ 为一个疗程；
停用依地酸钙钠期间应用多种微量元素＋５％葡萄糖注射液 ２５０ ｍｌ
静脉滴注， 并全程使用还原型谷胱甘肽 ２􀆰 ０ ｇ。 １例于 １ 疗程后血

铅值降至 ２７６􀆰 ６ μｇ ／ Ｌ， １４例治疗 ２个疗程后治愈出院。
３　 讨论

本次中毒是同一企业在不同时间、 不同工作状态下发生

的第二起群体性中毒事故。 患者作业时间短 （１０ ～ ４０ ｄ）、 症

状重 （３ 例发生肠梗阻、 １ 例出现铅性脑病）。
人们对设备拆除等非直接生产作业中铅危害的防护意识

较淡薄。 作业工人仅仅佩戴防止一般 “灰尘” 的 ３Ｍ 口罩；
管理方未给拆迁队任何有关铅危害的提示， 也未签订相关安

全协议， 导致拆迁时厂房铅尘弥漫， 高温切割管道时， 残存

的含铅矿渣形成大量铅烟， 成为铅中毒的主要原因。 作业工

人不了解铅的职业危害， 出现症状后误认为是高原反应， 自

服红景天等药物治疗后症状未见缓解。 症状较重的 ３ 例患者

到当地县医院就诊后转至省级某三甲医院， 始终无法明确腹

绞痛、 肠梗阻的原因， 直至来我科就诊方被确诊。
此次中毒事件提示， 拆除废旧有毒有害生产设备， 同样

需要重视相关职业危害的防护。 有关管理部门要提前告知指

导拆迁和防护， 并签订安全责任合同； 对拆迁工人要进行相

关职业危害防护知识教育， 为作业人员提供可靠、 有效的防

护用品， 及时淋浴、 更衣， 以避免污染扩散。
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Nrf2信号通路在锰致雄性小鼠生殖毒性中的作用（正文见163～167页）

图２  各组小鼠睾丸组织形态的变化

对照组 高锰组 tBHQ干预组 INH干预组

急性百草枯中毒致纵隔、皮下气肿29例临床分析（正文见189～190页）

第7天：双侧颈根部、锁骨上窝、胸骨前皮下及纵隔内见大量气体影。两肺野透亮度稍减低，双肺上叶尖后段、下叶背段、内后基底段见大片斑片、絮状模糊影

图１  患者不同时间纵隔、皮下气肿胸部CT影像

第13天：两肺间质纹理增多、增厚，呈弥漫性网格状、蜂窝状影，纵隔、皮下气肿较第7天基本吸收

放射人员外周血淋巴细胞畸变试验技术改进（正文见228～230页）

常规方法微核 常规方法染色体 改进方法微核 改进方法染色体

图１  两种方法制片结果比较（×1000）
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