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摘要:为了研究 SO2对哮喘大鼠肺细胞凋亡相关基因 mRNA和蛋白表达的影响.对健康雄性 W is tar大鼠随机分为正常组、SO2暴露组、卵蛋白

( OVA )致敏哮喘组、SO
2
和 OVA联合作用组,采用荧光实时定量 RT- PCR和 W estern B lot方法研究吸入 SO

2
对哮喘大鼠肺细胞 p53、b ax、b c1-2

三种细胞凋亡相关基因 mRNA和蛋白表达的影响.结果表明, SO 2暴露组肺中 p53和 bax mRNA和蛋白水平降低, b c1-2表达和 bc1- 2 /bax比值

均有升高,但与对照组相比无显著性差异.与对照组相比,哮喘组肺中 p53和 bax mRNA和蛋白的表达水平呈现不同程度的降低; b c1-2的表达

和 bc1- 2 /bax比值显著升高. SO 2和 OVA联合作用后,与哮喘组相比,肺中 p53和 b ax蛋白表达显著下降, 而 b c1- 2蛋白表达显著升高.结论:

SO 2可加剧哮喘大鼠的哮喘症状,其机制可能是通过影响哮喘大鼠肺组织凋亡相关基因 ( p53、bax、bc1- 2)的表达水平,抑制气道炎性细胞的凋

亡来实现的.这些机制的阐明有助于对 SO
2
毒作用机制的理解和所致疾病的治疗.
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Abs tract: The effects of su lfu r d iox ide on the mRNA and protein exp ress ion s of apoptosis-related genesw ere s tud ied in lungs from asthmat ic rats. The rats

w ere chal lenged by ovalbum in (OVA ) or SO 2 inh alation a lone or together. M aleW istar ratsw ere d ivided random ly in to 4 equ algroups of6 an im als each:

¹ SO2 group, º ovalbum in ( OVA ) group ( as thm a group) , » SO 2 + OVA group, and¼ con trol group. Th emRNA and protein levels of apoptosis-

related genes ( p53, bax and bc1-2) w ere analyzed in lungs us ing rea-l t im e reverse transcrip tion-polym erase chain reaction ( rea-l tim e RT-PCR ) assay and

W estern b lot analysis, respect ively. The resu lts ind icated that the increases of both b c1-2 and the rat io ofb c1-2 /bax or d ecreases of p53, bax mRNA and

protein levelsw ere not sign ifican t in lungs of rats exposed to SO
2
alone com paredw ith the con tro,l butOVA exposure signif icant ly changed th emRNA and

protein express ions of p53, bax and bc1-2 com pared w ith the con tro.l H ow ever, altered levels of these genes appeared in lungs of rats exposed to SO2 p lus

OVA com pared w ith th e con trol or w ith the OVA group. These resu lts lead to th e conclusion th at SO2 can change th e exp ress ion s of p53, bax and b c1-2

in the lungs from asthmat ic rats at th e tran scrip tion and translation levels, and it suggests that SO 2 exposure can supp ress apop tos is in in flamm ation and

induce in flamm at ion react ion s in the lungs from asthm atic rats, w h ich m igh t be one of th e m echan ism s by wh ich SO2 po llut ion aggravates asthm a.

E lucidat ing the express ion pattern s of those genes due to SO
2
inha lation is crit ical to ou r understand ing the m echan ism s of SO

2
ef fects and help fu l for

therap eut ic in tervent ion.
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1 引言 ( Introduct ion)

哮喘是一种以气道高反应性、黏液过度分泌、

慢性炎症为特征的呼吸道疾病, 全球大约有 1. 5亿

人受哮喘疾病的困扰, 且哮喘患者的数量仍在增

加,尤其在发达国家更为严重, 成为世界各国普遍

存在的社会健康问题, 引起了世界各国的极大关注

( Bousquet et al. , 2004) .

二氧化硫 ( SO2 )是一种常见的重要的大气污染

物,是明确的呼吸系统毒物, 对人体的结膜和上呼

吸道粘膜有强烈刺激性, 可损伤呼吸器官可致支气

管炎、肺炎, 甚至肺水肿呼吸麻痹, 加重呼吸道疾病

症状. 最近的研究表明, SO2可通过调节某些哮喘相

关基因的表达加重哮喘大鼠的发病症状 ( L i et a l. ,

2007) .然而, SO2致哮喘进一步的机制还不清楚.

哮喘的病理学改变表现为嗜酸性细胞、肥大细

胞、巨噬细胞等炎性细胞在气道的浸润, 并加重了

哮喘的气道炎症和损害, 提示炎性细胞数目的增加

或者凋亡对哮喘的发生有关. 凋亡相关基因中 p53

和 bax具有促进凋亡的作用 ( Ko et al. , 1996) , bc1-2

具有抑制细胞凋亡的作用,它们在调节细胞的凋亡

中有重要作用. 然而关于 SO2对哮喘大鼠肺细胞凋

亡的影响尚未见文献报道. 因此, 本实验室采用荧

光实时定量 RT-PCR和 W estern B lot的实验方法研

究了 SO2对哮喘大鼠肺组织中 bc1- 2、Bax和 p53表

达的影响,以期探索 SO2加重哮喘大鼠发病的分子

机制, 为 SO2的毒理学作用机制提供新的理论依据.

2 材料与方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 主要试剂与材料

SO2标准气体,纯度为 99. 99% ,购自北京氦谱

北分气体工业有限公司; T ris、Acry lam ide ( 29B1)、

SDS、AP、TEMED、甘氨酸、Tw een 20、溴酚蓝购自

Amerasco; AMV反 转录 酶 ( AMV - RTase ) 购自

Promega公司;卵蛋白 ( OVA, g rade Ò )、牛血清白蛋

白 ( BSA ) 、溴化乙啶 ( EB )均购自 S igma公司; T r izo l

试剂; bc1- 2、Bax和 p53一抗均购自 San ta Cruz;

actin一抗购自 Oncogene; 二抗购自 Jackson Immuno

Research Laboratories和博士德公司; ECL检测试剂

盒购自安马西亚生物公司.

健康雄性W istar大鼠, 体重 180~ 200g,由山西

省中医研究院动物中心提供;硝酸纤维素膜 ( NC ) ;

3mm滤纸、X-光片购自 Amerasco.

2. 2 主要仪器
荧光实时定量 PCR仪 ( Rotor-Gene 3000) ; U-

3010紫外可见分光光度计 ( H ITACH ); 紫外凝胶成

像系统 ( UVP ); M in-i protein-III蛋白电泳及转移装

置 ( B io-rad) ; Leica DC 100图像分析仪; 超声波雾

化器 (广东汕头 ) ;高速低温离心机 ( S igma)等.

2. 3 动物染毒处理

将 24只雄性大鼠随机分为对照、SO2、OVA和

SO2 + OVA四组,每组 6只. 对照组和 SO2组于第 1

天每只大鼠腹腔注射 1mL生理盐水. OVA组和 SO 2

+ OVA组于第 1天每只大鼠腹腔注射抗原液 1mL,

其中含 OVA 100mg和 100mg A l( OH ) 3及 6 @109个

百日咳疫苗; 于第 8天每只大鼠腹腔注射抗原液

1mL,其中含 10mg OVA和 100 mg A l( OH ) 3;第 15

天到第 21天吸入 1% OVA进行激发 ( 0. 5h# d
- 1

) .

SO2组与 SO2 + OVA组于第 15天到第 21天 OVA激

发前吸入 SO2 (约 5. 6 mg#m- 3
, 1 h# day

- 1
), SO 2浓

度采用盐酸副玫瑰苯胺分光光度法 ( Goya,l 2001 )

测定.

最后一次处理 24 h后,麻醉大鼠,打开胸腔, 迅

速取出肺组织,存于液氮中备用.

2. 4 实时定量 RT-PCR

不同实验组大鼠肺组织总 RNA的提取、cDNA

的反转及实时定量 RT-PCR分析采取本室建立的方

法 (Q in andM en,t 2006) ,引物和探针序列见表 1.

表 1 引物和探针序列

Tab le 1 Prim er and probe sequences

基因 基因 bank号 引物探针 序列 ( S equence)

p53 NM _030989 上游引物 5c-CAGCTTTGAGGTTCGTGTTTGT-3c

下游引物 5c-ATGCTCTTCTTTTTTGCGGAAA-3c

Taqm an探针 FAM5c-CCTGTCCTGGGAGAGACCGTCGG-3cTAMRA

bc1-2 NM _016993 上游引物 5-GGAGCGTCAACAGGGAGATG- 3c

下游引物 5c-GATGCCGGTTCAGGTACTCAG-3c

Taqm an探针 FAM5c-TCCACAGAGCGATGTTGTCCACCA-3cTAMRA
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续表 1

基因 基因 bank号 引物探针 序列 ( S equence)

bax NM _017059 上游引物 5-CCA AGA AGC TGA GCG AGT GTC TC-3c

下游引物 5c-AGT TGC CAT CAG CAA ACA TGT CA-3c

Taqm an探针 FAM5c-CCACCCGGAAGAAGACCTCTCGGGG- 3cTAMRA

GAPDH NM _017008 上游引物 5c-ATGTATCCGTTGTGGATCTGAC-3c

下游引物 5c-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3c

Taqm an探针 FAM5c-ACTCACTCTCTTGCTCTCCTGGCGA-3c TAMRA

2. 5 W estern blot

将肺组织置于匀浆器中,加 1mL裂解液 (含 1%

N onide t P40、1 mmo l#L- 1
EDTA、8 mmo l# L

- 1
EGTA、

2. 5 Lg# mL
- 1

aprot in in、5Lg# mL
- 1

pepstatin、50

Lg#mL
- 1

leupeptin、25 Lmol# L
- 1

PM SF 和 25

Lg#mL
- 1

Trypsin inhibitor) 匀浆之后, 置于冰上裂

解 20m in.于 4e 下 13000 r#m in
- 1
离心 15m in.取上

清分装并置于 - 20e 保存.

制 12%分离胶及 4%的浓缩胶,在胶孔中加入

蛋白样品, 进行电泳. 终止电泳后将蛋白转至 NC

上,然后用含 5% 脱脂奶粉 ( 0. 5g脱脂奶粉, 10mL

PBST溶液 )封闭,摇床上摇动封闭 1. 5 h;加入已稀

释至适当浓度的一抗, 4e 摇床上摇动过夜. PBST

洗净后,加入已稀释至适当浓度的二抗, 室温下孵

育 1. 5 h后,用 PBST洗净.采用 ECL检测试剂盒进

行蛋白印记,在暗室中用 X-光片进行显影、定影.将

胶片进行扫描,并用凝胶图象处理系统分析目标带

的光密度值. 结果用目的蛋白与 actin的比值来

表示.

用考马斯亮蓝法检测样品蛋白含量, 用 BSA做

标准曲线 ( Brod fard, 1976).

2. 6 统计学分析
用 SPSS-13. 0统计软件对数据进行统计分析,

实验结果用 mean ? SD表示; 用 one w ay ANOVA-

LSD-t检验法, 检验各组平均值与对照组相比是否

有显著性差异.

3 结果 ( Results)

3. 1 实时定量 RT-PCR结果

3. 1. 1 SO2吸入对哮喘大鼠模型肺 p53mRNA表达

的影响  由图 1a可见, SO 2暴露组和 OVA处理组中

大鼠,肺组织中 p53mRNA表达与对照组相比均有

降低的趋势,但无显著性差异 ( p > 0. 05) .在 SO 2与

OVA联合作用后, 肺组织中 p53mRNA表达显著降

低 (
*
p < 0. 05), 为对照组的 1. 57倍; 与 OVA组相

比,肺 p53mRNA表达虽有降低但统计学检验不显

著 (p > 0. 05) .

图 1 SO2吸入对哮喘大鼠模型肺 p53、bax、bc1-2 mRNA表达的影响

Fig. 1 p53, bax and bc1-2 mRNA levels in lungs of rats treated w ith OVA or SO
2
inha lation or both
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3. 1. 2 SO2吸入对哮喘大鼠模型肺 bax mRNA表达

的影响  由图 1b可见, SO 2暴露组大鼠肺组织中

bax mRNA表达与对照组相比降低, 但无显著性差

异 ( p> 0. 05). OVA处理组和 SO2 + OVA组中大鼠,

肺组织中 bax mRNA 表达均显著降低 (
*

p <

0105, * * p < 0. 01) , 分别为对照组的 0. 71和 0. 65

倍;与 OVA组相比, SO2与 OVA联合作用后, 肺 bax

mRNA表达虽有降低但统计学检验不显著 ( p >

0105) .
3. 1. 3 SO2吸入对哮喘大鼠模型肺 bc1-2 mRNA表

达的影响  由图 1c可见, SO2暴露组大鼠肺组织

bc1-2 mRNA表达与对照组相比升高, 但无显著性

差异 (p > 0. 05). OVA处理组和 SO2 + OVA组中大

鼠,肺组织中 bc1-2 mRNA表达均显著升高 (
* *

p <

0. 01,
* * *

p < 0. 001), 分别为对照组的 1. 47和 1. 93

倍.与 OVA 组相比, SO 2与 OVA 联合作用后, 肺

bc1-2 mRNA表达虽有升高但统计学检验不显著 ( p

> 0105) .
3. 1. 4 SO2吸入对哮喘大鼠模型肺 bc1-2 /bax比值

的影响  由图 1d可见,哮喘大鼠与对照组相比,肺

组织中 bc1- 2 /bax mRNA的比值均呈现升高趋势.

SO2暴露组和 OVA处理组中大鼠, 肺组织中 bc1-2 /

bax mRNA的比值与对照组相比均显著升高 (
*

p <

0. 05,
*

p < 0. 05) , 分别为对照组的 1. 52倍和 1. 8

倍. SO2与 OVA联合作用后, 肺组织中 bc1- 2 /bax

mRNA比值显著升高 (
* * *

p < 0. 001) , 为对照组的

2. 99倍; 与 OVA组相比, 肺 bc1-2 /bax mRNA比值

显著升高 (
#
p < 0. 05) .

3. 2 W estern B lot结果

3. 2. 1 SO2吸入对哮喘大鼠模型肺 p53蛋白表达的

影响  由图 2可见, 5. 6 mg#m- 3
浓度的 SO 2吸入和

OVA处理,与对照组相比,肺 p53蛋白表达降低,但

无显著性差异 ( p > 0. 05) . SO2 + OVA处理组, 肺中

p53蛋白表达显著降低 (
*

p < 0. 05) , 为对照组的

0166倍. 此结果与哮喘大鼠模型肺 RT-PCR p53

mRNA表达结果一致.

3. 2. 2 SO2吸入对哮喘大鼠模型肺 bax蛋白表达的

影响  由图 3可见, 5. 6mg#m- 3
浓度的 SO 2吸入处

理,与对照组相比, 肺 bax蛋白表达显示降低,但无

显著性差异 ( p > 0. 05). OVA和 SO2 + OVA处理组

中大鼠,肺中 bax蛋白表达明显降低 (
*

p < 0. 05,
* *

p < 0. 01) ,分别为对照组的 0. 68倍和 0. 62倍; 与

OVA组相比, SO 2和 OVA联合作用后, 肺 bax蛋白

图 2 SO 2吸入对哮喘大鼠模型肺 p53蛋白表达的影响

F ig. 2  p53 p rotein levels in lungs of rats treated w ith OVA or SO2

inhalat ion or b oth

表达虽有降低但统计学检验不显著 ( p > 0105) . 此
结果与哮喘大鼠模型肺 RT - PCR bax mRNA表达

结果一致.

图 3 SO
2
吸入对哮喘大鼠模型肺 bax蛋白表达的影响

F ig. 3 bax protein levels in lungs of rats t reated w ith OVA or SO2

inhalat ion or both

3. 2. 3 SO 2吸入对哮喘大鼠模型肺 bc1-2蛋白表达

的影响  由图 4可见, SO2处理组和 OVA处理组大

鼠肺 bc1-2蛋白表达水平与对照组相比均显示升高

(
*

p< 0. 05,
*

p < 0. 05) , 分别为对照组的 1. 65和

1. 68倍. SO2 + OVA处理组,肺 bc1-2蛋白表达显著

升高 (
* *

p < 0. 01) ,为对照组的 2. 05倍; 与 OVA组
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相比, SO2和 OVA联合作用后, 肺 bc1-2蛋白表达虽

有升高,但统计学检验不显著 (p > 0. 05) .

图 4 SO 2吸入对哮喘大鼠模型肺 bc1-2蛋白表达的影响

F ig. 4 bc1-2 protein levels in lungs of rats treated w ith OVA or

SO 2 inhalat ion or both

4 讨论 (D iscussion)

在哮喘大鼠模型中,对大鼠进行 SO2动式吸入

染毒, 所用染毒浓度为 5. 6 mg#m
- 3
, 高于环境中

SO2浓度, 这主要是考虑: ¹ 本实验中动物吸入 SO2

仅 7 d, 每天 1h,而人群对 SO2污染的接触虽浓度很

低,但接触时间较长,甚至为终生接触, 加之动物在

2次染毒期间有 23 h不接触 SO2,其间有损伤的修

复发生; º 大鼠是鼻腔呼吸, 95%左右的 SO 2从鼻

黏膜吸人体内,进入呼吸道深部的量很少 (孟紫强,

2000) ,而人群则不然; » 有研究报道,环境中存在

2. 8mg#m- 3
和 14 mg#m

- 3
SO2时,就可以加重哮喘

病人的临床症状 ( Sheppard et al. , 1980; Horstman

et al. , 1988). 在动物实验中, 用 OVA使豚鼠致敏,

然后选用 SO2浓度为 14 mg#m - 3
, 对其进行动式吸

入染毒,每天 8 h,共 5 d, 结果发现豚鼠的肺功能发

生了改变 ( R iedel et al. , 1992). 最近, 有研究表明,

长时间暴露于低浓度 ( < 2. 8 mg#m
- 3

)的 SO2下,可

以加重由 OVA诱发大鼠发生哮喘反应 ( Park et a l. ,

2001) ; ¼美国 ACG IH规定工厂范围内允许的 SO2

最高浓度为 5. 2mg#m- 3
. 瑞典政府规定工作场所空

气中 SO2职业接触限值也为 5. 2 mg#m
- 3

(H ansson

et al. , 1996). 因此, 本研究采用 5. 6 mg#m
- 3

SO2作

为哮喘大鼠模型的染毒浓度具有极强的现实意义.

SO2单独暴露增加了大鼠肺组织 bc1-2 mRNA

和蛋白表达,而抑制了 p53和 bax的表达, 但其水平

的变化均没有统计学意义. 和对照组相比, OVA可

显著诱导哮喘大鼠气管和肺组织 bc1-2 mRNA和蛋

白表达,而抑制了 p53和 bax mRNA和蛋白的表达.

SO2和 OVA共同作用引起大鼠肺组织与凋亡相关基

因的表达比对照组和哮喘组均有显著差异, 表现为

对抑制凋亡基因的诱导和对促进凋亡基因的抑制.

炎症反应和炎性细胞浸润特别是噬酸性粒细胞

( EOS)的浸润是哮喘发病的重要特征. bc1-2的上

调和 p53和 bax的下调可能抑制以 EOS为主的炎性

细胞的凋亡, 促进其增殖并向呼吸道迁移和浸润,

导致炎症加重,哮喘发生.

凋亡是一个由许多基因参与的细胞自杀过程,

有着非常复杂的调控机制, 在维持细胞动态平衡中

起着重要作用. bax是一个细胞凋亡促进因子, 可与

bc1-2发生免疫共沉淀,通过形成 bc1-2 /bax异源二

聚体而对抗 bc1-2发挥其促凋亡作用. bc1-2 /bax的

比值决定细胞对于凋亡的易感性. bc1-2 /bax的比值

降低,细胞对凋亡刺激物的易感性增加; 相反, bc1-

2 /bax的比值升高, 细胞对凋亡刺激物的易感性降

低 ( Yang et al. , 1996) . 高水平的 ROS可导致组织

内氧过多, 组织内氧过多, bc1- 2就会减少. 当组织

缺氧时 bc1-2表达增高 ( H addad, 2004 ). 哮喘大鼠

肺因炎性细胞积聚, 可能为缺氧环境,所以, OVA可

显著诱导哮喘大鼠肺 bc1-2 mRNA和蛋白表达, 而

抑制了 p53和 bax mRNA和蛋白的表达.

5 结论 ( Conc lusions)

1)和对照组相比, SO2吸入、OVA处理组以及

SO2和 OVA共同作用组, bc1-2和 bax的比值, 都有

显著升高,且逐渐加剧, 说明细胞对凋亡的易感性

降低,有利于其增殖.

2) SO 2可抑制哮喘大鼠促凋亡基因 p53和 bax

的表达,激发抗凋亡基因 bc1-2的表达, 提示 SO 2吸

入对哮喘大鼠凋亡途径的调节可能是 SO 2加重哮喘

疾病的机理之一.
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