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·实验研究·

镍精炼烟尘对 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 表达
及 ｉＮＯＳ、 ＮＯ 分泌的影响
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　 　 摘要： 将镍精炼烟尘配制成终浓度分别为 ０􀆰 ００、 １２􀆰 ５０、
２５􀆰 ００、 ５０􀆰 ００、 ７５􀆰 ００、 １００􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的混悬液， 处理小鼠胚

胎成纤维细胞 （ＮＩＨ ／ ３Ｔ３） ２４ ｈ。 ＣＣＫ⁃８ 法检测镍精炼烟尘的

细胞毒性， 免疫印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ） 检测核转录因子⁃κＢ
（ＮＦ⁃κＢ） 的蛋白表达水平， 分光光度法检测细胞上清液中诱

导型一 氧 化 氮 合 酶 （ ｉＮＯＳ） 和 一 氧 化 氮 （ ＮＯ） 的 含 量。
ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞的生存率随镍精炼烟尘染毒浓度的增加而降低，
差异有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 镍精炼烟尘诱导 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细

胞 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达高于对照组， 诱导 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞 ｉＮＯＳ 和

ＮＯ 分泌量增加， 且随染毒浓度的增加而增加， 差异均有统计

学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示镍精炼烟尘会致 ＮＩＨ／ ３Ｔ３ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 活

性增加， 进而诱导炎性因子 ｉＮＯＳ 和 ＮＯ 分泌量增加， 参与炎

症的调控过程。
关键词： 镍精炼烟尘； 细胞毒性； 核转录因子⁃κＢ （ＮＦ⁃

κＢ）； 诱导型一氧化氮合酶 （ｉＮＯＳ）； 一氧化氮 （ＮＯ）
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国际癌症研究机构（ ＩＡＲＣ）已将镍归类为致癌重金属［１］ 。

研究显示镍职业性暴露会促进肿瘤发展［２］ ， 其中暴露于镍精

炼烟尘的作业工人患肺癌的风险性极高［３］ 。 但关于镍尘的具

体致癌机制尚不明确。 近年来， 炎症致癌的机制引起了学者

们的关注， 并且有大量研究证实了炎症与癌症之间的关联［４］ 。
其中， 核转录因子⁃κＢ （ＮＦ⁃κＢ） 信号通路的作用机制是研究

炎症致癌的重点。 在真核细胞中普遍存在的 ＮＦ⁃κＢ 通过调控

多种因子的表达参与炎症反应、 肿瘤发生发展等过程［５］ 。 长

时间存在的活性氧 （ＲＯＳ） 和 ＤＮＡ 损伤是激活 ＮＦ⁃κＢ 的重要

因素， 之前我们研究发现镍精炼烟尘会诱导氧化应激和 ＤＮＡ
损伤， 但镍精炼烟尘能否激活 ＮＦ⁃κＢ 诱导炎症反应尚不清楚。
诱导型一氧化氮合酶 （ｉＮＯＳ） 是炎症过程中 ＮＦ⁃κＢ 重要的靶

基因。 当免疫细胞受到炎性因子刺激时会通过 ＮＦ⁃κＢ 诱导

ｉＮＯＳ 转录表达增加， 经炎症循环持续产生大量 ＮＯ［６］ ， 诱导

呼吸系统炎症和癌症等病理损伤。 由 ｉＮＯＳ 调控合成的 ＮＯ 是

炎症反应中的一个关键信号［７］ ， 高浓度的 ＮＯ 可以通过激活

ＮＦ⁃κＢ 诱导炎性因子 （如 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β） 的进一步表达， 形

成正反馈， 进而加重炎症反应和癌症进展［８］ 。 本研究将观察

不同染毒浓度下镍精炼烟尘诱导小鼠胚胎成纤维细胞 （ＮＩＨ ／
３Ｔ３） ＮＦ⁃κＢ 的蛋白表达水平， 检测炎性效应指标 ｉＮＯＳ 和

ＮＯ， 从炎症的角度探讨镍精炼烟尘的毒性作用。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂及仪器

胎牛血清 （杭州四季青公司）； 胰蛋白酶、 ＣＣＫ⁃８ 试剂

盒、 ＢＣＡ 试剂盒 （碧云天公司）； ＮＦ⁃κＢｐ６５ 鼠源一抗和 β⁃
ａｃｔｉｎ 兔源一抗 （美国 ＣＳＴ 公司）； 山羊抗鼠二抗 （ＺＢ⁃２３０５）、
山羊抗兔二抗 （ＺＢ⁃２３０１） （北京中杉金桥公司）； ＮＯＳ 试剂

盒、 ＮＯ 试剂盒 （南京建成生物工程研究所）； 酶标仪 （美国

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐｌｕｓ３８４）。
１􀆰 ２　 受试物

镍精炼烟尘取自某精炼炉的炉前沉降尘， 采用 ＩＣＰ⁃ＭＳ 法

进行成分分析， 镍精炼烟尘包括镍、 钙、 铝、 锰、 铬等多种

金属成分， 其中金属镍含量高达 ９２􀆰 ６８％， 明显高于其他金

属［６］ 。 经玛瑙研钵研磨致 ９９％的颗粒直径＜５ μｍ， 紫外灯照

射灭菌后， 溶于磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ） 中制备成混悬液母液，
依据预实验， 依次稀释成终浓度为 ０􀆰 ００、 １２􀆰 ５０、 ２５􀆰 ００、
５０􀆰 ００、 ７５􀆰 ００、 １００􀆰 ００ μｇ ／ ｍｌ 的粉尘混悬液。
１􀆰 ３　 细胞培养

ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞购自北京市肿瘤研究所。 接种于含有 １０％
胎牛血清、 １％双抗的 ＤＭＥＭ 培养液中， 在 ３７℃， ５％ＣＯ２ 条

件下的细胞培养箱中培养。 胰蛋白酶消化贴壁细胞， 经传代

后备用。
１􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率

ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞接种于 ９６ 孔板， 待细胞完全贴壁后按实验

设计进行不同浓度染毒处理， 每组分别设 ６ 个复孔。 染毒 ２４ ｈ
后弃掉孔内液体， 每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液。 继续在培养箱

中培养 ２ ｈ 后， 酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度值， 计算细

胞相对存活率。
１􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达

收集经不同浓度镍精炼烟尘混悬液染毒 ２４ ｈ 后的细胞，
用含有蛋白酶抑制剂的裂解液在低温环境下裂解 ４０ ｍｉｎ， ４℃
下 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 ＢＣＡ 法检测蛋白浓度。 上样经凝

胶电泳分离蛋白后转膜 ６０ ｍｉｎ， 室温下 ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，
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４℃一抗 （ＮＦ⁃κＢ １ ∶ １ ０００； β⁃ａｃｔｉｎ １ ∶ ２ ０００） 孵育过夜。 洗

膜后， ３７℃二抗孵育 １ ｈ。 洗膜后， ＥＣＬ 底物化学发光显色液

进行显色， 曝光显影。 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对条带进行灰度值分

析， 计算蛋白相对表达量。
１􀆰 ６　 炎性因子 ｉＮＯＳ、 ＮＯ 分泌量测定

收集经不同浓度镍精炼烟尘混悬液染毒 ２４ ｈ 后的细胞上

清液， 采用试剂盒测定细胞上清液中 ｉＮＯＳ 和 ＮＯ 的含量， 分

析镍精炼烟尘对 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞 ｉＮＯＳ 和 ＮＯ 分泌量变化的

影响。
１􀆰 ７　 统计分析

实验数据用均值±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统

计软件进行统计学分析， 不同染毒浓度组间比较采用单因素

方差分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 镍精炼烟尘对 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞存活率的影响

按实验设计不同浓度镍精炼烟尘混悬液处理 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细

胞 ２４ ｈ 后， ＣＣＫ⁃８ 法检测结果显示， 染毒组的细胞存活率均

低于对照组， 且随染毒剂量的增加， 细胞存活率以剂量依赖

的方式下降， 差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ２　 镍精炼烟尘诱导 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达

与对照组相比， 镍精炼烟尘染毒 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞诱导 ＮＦ⁃
κＢ 蛋白表达明显增加， 见图 １、 ２。 且随染毒剂量的增加， 细

胞表达 ＮＦ⁃κＢ 蛋白水平也呈剂量依赖方式增加， 差异具有统

计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 １　 各染毒剂量组 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞中 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达水平

注： 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ２　 各染毒剂量组 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞中 ＮＦ⁃κＢ 蛋白灰度值

２􀆰 ３　 镍精炼烟尘对 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞 ｉＮＯＳ 和 ＮＯ 分泌量的影响

镍精炼烟尘染毒 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞后培养液中 ｉＮＯＳ 和 ＮＯ 的

水平显著提高， 且以剂量依赖的方式随染毒剂量增加而增加，
差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｉＮＯＳ 和 ＮＯ 的含量变化趋

势一致。 见表 １。
表 １　 各染毒剂量组 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞相对存活率

及 ｉＮＯＳ、 ＮＯ 分泌量的变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ３）

组别 浓度（μｇ ／ ｍｌ） 相对成活率（％） ｉＮＯＳ（Ｕ／ ｍｌ） ＮＯ（μｍｏｌ ／ Ｌ）

对照组 ０􀆰 ００ １００􀆰 ００ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０９ ８９􀆰 ７７±１􀆰 ７１

染毒组 １２􀆰 ５０ ７２􀆰 ６３∗ １􀆰 ７２±０􀆰 １２∗ １３３􀆰 ２６±２􀆰 ２５∗

２５􀆰 ００ ６４􀆰 １８∗ ２􀆰 ５９±０􀆰 １８∗ １８９􀆰 ６９±２􀆰 １５∗

５０􀆰 ００ ５７􀆰 ２９∗ ４􀆰 ７７±０􀆰 ２２∗ ２４３􀆰 ０８±５􀆰 ２３∗

７５􀆰 ００ ４８􀆰 １１∗ ５􀆰 ８９±０􀆰 ２７∗ ２７６􀆰 ４７±６􀆰 １２∗

１００􀆰 ００ ３５􀆰 ２７∗ ６􀆰 ５６±０􀆰 ２４∗ ２９８􀆰 ６４±６􀆰 ３８∗

注： ∗， 与对照组比较， Ｐ＜０􀆰 ０５

３　 讨论

本次研究即通过体外实验从炎症的角度对镍精炼烟尘毒

性作用的分子机制进行探讨。 通过 ＣＣＫ⁃８ 实验发现镍精炼烟

尘对 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞具有明显的毒性作用， 细胞生存率随着染

毒浓度的增加呈现下降的趋势。
ＮＦ⁃κＢ 是一个关键的转录调节因子， ＮＦ⁃κＢ 信号通路除了

参与细胞周期调控、 细胞凋亡外， 还参与炎症和肿瘤的发生

发展过程。 本研究结果显示， 镍精炼烟尘诱导 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞

ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达， 且表达水平随镍精炼烟尘浓度增加而增加。
作为炎症反应的关键调控因子， 有研究表明 ＮＦ⁃κＢ 通过高效

调节下游多种白细胞介素、 炎性酶和趋化因子等靶基因的表

达， 进一步加重炎症反应［９］ 。 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１ 等炎性因子又会

反过来激活 ＮＦ⁃κＢ， 延长和扩大炎症反应。 本实验中， 镍精炼

烟尘以剂量依赖的方式促进炎性效应指标 ｉＮＯＳ 和 ＮＯ 的表达

增加， 与 ＮＦ⁃κＢ 蛋白表达增加的趋势一致。 有研究证实［１０］ ，
炎性细胞因子 ｉＮＯＳ 在炎症和肿瘤实验模型中表达均有所增

加， 促进炎症和癌症发生发展。 由 ｉＮＯＳ 激活表达的 ＮＯ 作为

活性氧的一种形式， 也是炎症反应和癌症进展的重要调节

因素［６］ 。
本研究发现镍精炼烟尘诱导 ＮＩＨ ／ ３Ｔ３ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 表达增

加， 进而调控炎性指标 ｉＮＯＳ 和 ＮＯ 的分泌量增加， 促进炎症

反应发生。 但是炎症的发生发展机制非常复杂， 需多条信号

通路相互作用调节， 因此关于镍精炼烟尘具体致炎分子机制

还需要更加深入的研究。 本次实验为进一步从炎症角度解释

镍精炼烟尘毒性分子机制提供了理论基础和新思路， 且为暴

露于镍精炼烟尘的职业人群肺部炎症和癌症的治疗和预防提

供了重要靶点和新的研究方向。
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鸦胆子苦醇对苯致白血病小鼠的治疗作用及其机制
Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｂｒｕｓａｔｏｌ ｏｎ ｂｅｎｚｅｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｉｎ ｍｉｃｅ

贺今１， 贾强１， 刘光峰１， 于功昌１， 韩冰２， 崔萍１

（１􀆰 山东省职业卫生与职业病防治研究院， 山东第一医科大学 ／山东省医学科学院， 山东 济南　 ２５００６２； ２􀆰 山东省医学科学

院附属医院， 山东 济南　 ２５００３１）

　 　 摘要： 将 ３０ 只无特定病原体级雄性 ＣＢＡ／ ＣＡ 小鼠， 随机分

为对照组、 苯诱导急性髓系白血病 （ＢＺ⁃ＡＭＬ） 模型组、 鸦胆子

苦醇 （Ｂｒｕｓａｔｏｌ） 治疗组， 每组各 １０ 只小鼠。 ＢＺ⁃ＡＭＬ、 Ｂｒｕｓａｔｏｌ
组小鼠利用静式染毒柜吸入染毒， 每天苯吸入浓度 ３００ ｐｐｍ，
６ ｈ ／ ｄ， ５ ｄ ／ 周， 连续 ８ 周； 对照组小鼠吸入空气。 观察各组小鼠

外周血血常规、 骨髓细胞学涂片， 确认 ＢＺ⁃ＡＭＬ 建模成功后给药。
Ｂｒｕｓａｔｏｌ 治疗组腹腔注射给药 ４ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）， 连续 ５ ｄ。 流式细胞

术测定外周血中 ＣＤ＋
３、 ＣＤ＋

４、 ＣＤ＋
８ Ｔ 细胞的数量以及骨髓单个核细

胞ＲＯＳ、 细胞凋亡率的改变。 与ＢＺ⁃ＡＭＬ 组小鼠比较， Ｂｒｕｓａｔｏｌ 组
小鼠外周血 ＣＤ＋

４、 ＣＤ＋
３ Ｔ 淋巴细胞数量及 ＣＤ＋

４ ／ ＣＤ
＋
８ 比值增加， 骨

髓单个核细胞 ＲＯＳ 水平降低及细胞凋亡率增高。 提示 Ｂｒｕｓａｔｏｌ 通

过改善 Ｔ 淋巴细胞免疫功能， 降低骨髓细胞 ＲＯＳ 生成及诱导凋亡

发挥抗白血病的作用。
关键词： 鸦胆子苦醇 （Ｂｒｕｓａｔｏｌ）； 苯； 白血病； 活性氧

中图分类号： Ｒ１３５􀆰 １２　 　 文献标识码： Ｂ
文章编号：１００２－２２１Ｘ（２０１９）０６－０４７０－０５
ＤＯＩ：１０􀆰 １３６３１ ／ ｊ􀆰 ｃｎｋｉ􀆰 ｚｇｇｙｙｘ􀆰 ２０１９􀆰 ０６􀆰 ０１６
苯是引起白血病的明确致癌毒物， 是油漆、 喷漆、 粘胶

等行业中广泛使用的芳香烃类有机溶剂。 苯在常温下能自然

挥发， 通过呼吸道吸入是苯引起血液系统毒性的主要接触途

径［１］ 。 流行 病 学 研 究 表 明， 苯 诱 导 的 急 性 髓 系 白 血 病

（ｂｅｎｚｅｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ， ＢＺ⁃ＡＭＬ） 是最常见

的白血病类型［１］ ， 在我国已被确认为职业性肿瘤。 目前关于

ＢＺ⁃ＡＭＬ发病机制的研究主要涉及骨髓细胞增殖异常、 氧化应

激损伤、 免疫功能抑制等方面。 Ｈｉｒａｂａｙａｓｈｉ 等［２］ 体内实验研

究表明， 苯及其代谢物如苯酚、 氢醌可引起骨髓造血祖细胞

产生过多氧自由基 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ）。 ＲＯＳ 增高

可引起 ＤＮＡ 损伤， 诱导细胞内癌基因的激活［３～５］ 。 ＣＤ＋
４ Ｔ 淋巴

细胞数量的减少可引起白血病干细胞逃避免疫监视， 也是

ＢＺ⁃ＡＭＬ发生发展的重要机制［６］ 。 尽管目前作业场所的苯暴露

浓度已经明显降低， 但 ＢＺ⁃ＡＭＬ 的发病率和死亡率在过去的

２０ 年仍在较高水平［７］ ， 对 ＢＺ⁃ＡＭＬ 治疗新药研究仍然非常重

要。 鸦胆子苦醇 （ Ｂｒｕｓａｔｏｌ） 是核因子红系 ２ 相关因子 ２
（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２， Ｎｒｆ２） 特异性抑制

剂［８］ 。 体外研究证明鸦胆子苦醇对 ＡＭＬ 细胞株具有增强化疗

药物敏感性及减少白血病干细胞恶性克隆作用［９］ 。 对鸦胆子

苦醇分子靶向治疗的Ⅰ期临床研究， 将为 ＢＺ⁃ＡＭＬ 化疗提供

更多新的治疗策略和选择方案。 本研究拟通过建立 ＢＺ⁃ＡＭＬ
小鼠模型， 观察鸦胆子苦醇对 ＢＺ⁃ＡＭＬ 小鼠外周血 Ｔ 淋巴细

胞免疫功能、 骨髓细胞 ＲＯＳ 生成及细胞凋亡率的影响， 为鸦

胆子苦醇治疗ＢＺ⁃ＡＭＬ的临床研究提供实验室参考数据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物

无特定病原体 （ＳＰＦ） 级的健康雄性 ＣＢＡ ／ ＣＡ 小鼠 ３０ 只，
６～８ 周龄， 体重 ２２ ～ ２４ ｇ， 购自上海西普乐⁃必凯实验动物有

限公司， 动物生产许可证号： ＳＣＸＫ２０１３⁃００１６。 每笼 ５ 只， 饮

用水及饲料均经高压灭菌， 动物自由进食、 饮水。 小鼠饲养

于符合 《实验动物环境及设施》 （ＧＢ１４９２５—２０１０） 相关要求

的屏障动物房， 动物使用许可证号： ＳＹＸＫ（鲁）⁃２０１４００１２， 屏

障动物房监测合格证号： Ｈ２０１７００６９。 实验前小鼠经检疫程序

在饲养环境中适应 １ 周。 本研究符合 《动物实验指南》 （ＧＢ
１４９２４􀆰 ２—２００１） 的要求。
１􀆰 ２　 主要试剂和仪器
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