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二氧化硫对大鼠肺泡细胞和肺泡灌洗液的生化效应
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*

� (山西大学环境医学和毒理学研究所,太原 � 030006)

摘要:研究了二氧化硫( SO 2)对大鼠支气管肺泡灌洗细胞和肺泡灌洗液( BALF)的生化指标的影响.结果表明,吸入 SO2 后大

鼠 BALF 中肺泡巨噬细胞数量增加、但比例减少,中性粒细胞和淋巴细胞数量和比例均增加,并存在剂量�效应关系;熏气后

BALF 的 pH 下降、蛋白质含量和肺通透指数升高, BALF中酸性磷酸酶、碱性磷酸酶和乳酸脱氢酶活性升高,脂质过氧化水平

提高;这些细胞和生物化学指标的改变从不同的方面反映了 SO2 可引起大鼠肺组织和肺泡细胞的结构和功能的损伤.
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Cellular and biochemical response in BALF of rats exposed to different

concentrations of SO2
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Abstract: The Bronchoalveolar lavage cells ( BALF) and the biochemical indexes in BALF were studied in the rats exposed to different

concentrations of sulfur dioxide( SO2 ) . The results showed the numbers of alveolar macrophage were increased but its percentage decreased;

Both the numbers and percentages of the neutrophils and lymphocytes increased in BALF, and they showed dose�response relationship.The pH

values decreased signif icantly; the protein contents in BALF, the pulmonary vascular permeability index, the act ivit ies of acid phosphatase,

alkaline phosphatase and Lact ic dehydrogenase in BALF increased as well as the malondialdehyde contents. These cellular and biochemical

indexes suggested different ways of damage of the structure and function of lung t issues and the cells.
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二氧化硫( SO2)是一种中等毒性的常见大气污染物, 主要通过呼吸进入机体. 在 SO2 污染地区, 哺乳动物

的气管、肺、肺门淋巴结和食道中 SO2 的含量相对比较高.近年来的研究发现, 在 SO2 浓度较高的地区,一些呼

吸系统疾病发病率升高[1] ,同时加重哮喘患者呼吸道的阻塞.所以肺和呼吸道是 SO2 等气体污染物作用的主

要靶器官, SO2 污染使肺功能受到抑制
[2] .为了探讨 SO2 对肺脏的毒性机理,本文用大鼠肺灌洗的方式, 对 SO2

熏气后大鼠肺脏灌洗液( BALF)中细胞生物学和生物化学两个方面指标的改变进行了研究.

1 � 材料和方法

1�1 � 试验材料

由山西医科大学动物中心提供的健康雄性Wistar大鼠, 体重180� 200 g, 随机分为4 组,每组 10 只. 1 组为

对照组, 3组为 SO2 熏气组. SO2 标准气体纯度为 99�99% ,由北京氦谱北分气体工业有限公司提供.

1�2 � 染毒方法

试验组在玻璃熏气缸中进行动式染毒,即从缸底部不断输入 SO2 与新鲜空气的一定比例混合物, 并进行

电动搅拌与定量排气,保持熏气过程中玻璃箱中进气量与排气量相等,并使 SO2 浓度维持在 28 2、56  3, 112

 2 mg�m3. 对照组在同样大小的玻璃箱中接受过滤的新鲜空气. 熏气时间 6 h�d, 共 10 d. 箱内 SO2 浓度采用盐
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酸副玫瑰苯胺分光光度法测定.动物染毒期间不进食和饮水,其余时间动物自由摄食.

1�3 � 肺灌洗和 BALF中细胞记数

染毒结束后 24 h,动物腹腔注射 1�5%戊巴比妥钠麻醉,打开腹腔, 切断腹主动脉,放血处死.暴露气管, 剪

一斜口,插入灌流针头, 结扎固定.缓慢注入 3 mL 生理盐水,同时轻轻按摩胸部, 然后缓慢抽出灌洗液,每只大

鼠灌洗 10次. 第 1、2 次洗出液分置两试管中, 冰浴保存.第 3� 10 次每 2次合并于 1管, 记录每管体积.

将每管灌洗液混匀后,用血球记数板光镜下记数肺泡巨噬细胞( AM)和细胞总数. 记数后将 1、2 管灌洗液

混合, 3000 r�min离心 10 min 后,管底细胞涂片, Giemsa染色, 作细胞分类记数.

1�4 � 肺泡 BALF的部分生化成分的测定

Lowry法测定 BALF 中蛋白质含量[3] , 计算肺通透指数(肺泡灌洗液蛋白�血浆蛋白, LPI) ;用 pHS�3C 型酸

度计测定 BALF 的 pH 值; 灌洗液离心后测定无细胞的 BALF 中乳酸脱氢酶( LDH)活性(用乳酸为基质, 2, 4�二

硝基苯肼法测定) [4] ; 酸性磷酸酶 ( ACP)和碱性磷酸酶 ( AKP )活性 (用磷酸苯二钠为基质, 4�氨基安替比林

法[5] ) ; BALF的丙二醛( MDA)含量用硫代巴比妥酸( TBA)法[6] .

1�5 � 数据处理与统计分析

试验数据以均数  标准差(  x  s)表示, Winspss 9�0 统计软件包进行 t 检验.

2 � 结果

2�1 � BALF 中细胞数量、巨噬细胞数量及细胞组成变化

如表 1所示, SO2 吸入肺后, 在 28、56 mg�m3 组, 细胞总数和肺泡巨噬细胞数目与对照组相比没有显著性

差异, 112 mg�m3 组大鼠 BALF中细胞总数和肺泡巨噬细胞数目明显增加, 总细胞数量是正常对照组的 1�3 倍

左右.细胞分类结果显示, 3 种细胞中, 以淋巴细胞的增加尤为明显, 56 mg�m3 和 112 mg�m3 组与对照组相比,

均有显著性差异( P< 0�01) ,其在数值上比对照组增加了 10 倍.而巨噬细胞总数目增加但在细胞总数中的相

对值减少,中性粒细胞比例增加, 112 mg�m3 组巨噬细胞和中性粒细胞在相对数目上的变化与对照组相比均有

极显著性差异(P < 0�01) .

表 1 � SO2 对大鼠 BALF中细胞总数和细胞组成的影响

Table 1 � Effects of SO 2 on the cellular numbers and the percentages of dif ferent cells in BALF

组别 例数
总细胞数,

! 106 个�mL

肺巨噬细胞,

! 106 个�mL

灌洗液细胞中细胞组成, %

巨噬细胞 中性粒细胞 淋巴细胞

对照组 10 2. 14  0. 57 1. 32  0. 10 89. 11  3. 31 6. 31  0. 92 4. 53  0. 88
28 2mg�m3 组 10 2. 16  0. 69 1. 39  0. 52 88. 17  4. 54 6. 29  1. 01 5. 12  1. 09
56 3mg�m3 组 10 2. 30  0. 54 1. 47  0. 39 73. 63  1. 72* * 6. 96  2. 61 19. 01  9. 32* *

112 2mg�m3 组 10 2. 81  0. 64* 1. 61  0. 38* 54. 68  2. 54* * 8. 33  0. 91* * 37. 92  7. 22* *

� 与对照组相比, * P< 0�05; * * P < 0�01

表 2 � SO2 对大鼠肺泡 BALF的 pH值和肺泡细胞通透性的影响

Table 2 � Effect s of SO2 on the pH values in the BALF and

the pulmonary vascular permeability

组别 例数
肺灌洗液

pH 值

肺灌洗液的蛋白

质含量,mg�L

肺通透指数

( LPI)

0� � � � 10 6. 23  0. 23 88. 64  10. 11 1. 81 0. 23
28 2mg�m3 组 10 6. 15  0. 44 90. 02  12. 15 1. 82 0. 39
56 3mg�m3 组 10 5. 87  0. 65* 105. 24  9. 33* * 2. 66 0. 34*

112 2mg�m3 组 10 5. 35  0. 42* * 143. 33  15. 49* * 4. 58 0. 86* *

� � 与对照组相比, * P < 0�05; * * P< 0�01

2�2 � 大鼠 BALF中 pH 和蛋白质含量测定

从表 2 可见, SO2 吸入导致

了 BALF 中的 pH 降低,肺通透指

数和肺泡灌洗液的蛋白质含量

升高, 且有一定的浓度�效应关

系.这表明 SO2 吸入使大鼠肺泡

细胞膜受到损伤, 通过细胞膜渗

入间质的蛋白质量增加, 肺泡的

通透性升高. 肺通透指数在 56

mg�m3 组与对照组有显著性差异

( P < 0�05) , 在 112 mg�m3 时, 与
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对照组有极显著性差异(P < 0�01) . BALF中蛋白质含量在两个剂量组与对照组相比均有极显著性差异( P <

0�01) .

2�3 � SO2 对大鼠 BALF部分生化指标的影响

表 3结果显示, SO2 熏气后, 大鼠 BALF中 LDH、ACP、AKP 以及 MDA 含量不同程度地发生改变, 随着 SO2

浓度的增加, ACP、AKP、LDH 活性升高, MDA含量增加( BALF 中LDH 活性在 28 mg�m3 时稍有降低,但和对照组

没有统计学差异. ) ; ACP和AKP在 28 mg�m3 时就与正常对照组有显著性差异( P < 0� 05) ;在 56 mg�m3 时, ACP、

AKP活性和 MDA含量, 与对照组相比,有极显著性差异(P < 0�01) , LDH 活性与对照组相比, 有显著性差异( P

< 0�05) ; 在 112 mg�m3 时, LDH、ACP、AKP 活性以及MDA 含量均与对照组有极显著性差异( P< 0�01) .

表 3� SO2 对大鼠肺泡 BALF中酶活性和 MDA含量的影响

Table 3 � Effects of SO2 on the enzymat ic activit ies and the MDA contents in BALF

组别 ACP,U�L AKP, U�L LDH, U�L MDA含量, nmol�L

0 � � � � 1. 25  0. 17 4. 89 0. 66 175. 30  39. 21 34. 83  1. 11
28  2mg�m3 组 1. 49  0. 26* 5. 31 0. 38* 169. 55  35. 92 35. 62  4. 23
56  3mg�m3 组 4. 76  0. 79* * 7. 49 0. 52* * 214. 58  34. 54* 52. 66  3. 98* *

112  2mg�m3 组 5. 66  0. 64* * 8. 15 0. 83* * 254. 67  45. 23* * 68. 15  4. 71* *

� 与正常对照组比较, * P < 0�05, * * P < 0�01

3 � 讨论

肺泡分类记数结果显示,随着 SO2 熏气浓度升高, 肺泡腔内的细胞总数和巨噬细胞总数增加,但是肺泡巨

噬细胞在 3种炎性细胞中所占的比例相对降低, 而淋巴细胞和中性粒细胞的绝对数量和相对值均比对照组有

显著性增加,呈现一定的剂量�效应关系. 这表明 SO2 熏气导致肺泡炎症反应,炎性细胞从组织中渗出,但炎性

细胞比例发生了改变.巨噬细胞数量相对减少, 可能是由于巨噬细胞在 SO2 熏气浓度升高时变性坏死, 细胞膜

渗透性改变,会引起 BALF中生化指标的改变 .

生化指标的测定结果显示: SO2 熏气后 BALF中的 pH 降低,肺通透指数和肺泡灌洗液的蛋白质含量显著

升高,且呈现一定的浓度�效应关系, 表明 SO2 确实引起肺泡细胞通透性增加. 而肺泡组织结构的损伤与 BALF

中各生化组分密切相关.本实验中, SO2 熏气使大鼠 BALF中 LDH、ACP、AKP 等酶活性升高, 并具有一定剂量�

反应关系. LDH 和 ACP分别为细胞胞浆酶和溶酶体酶, 是反映肺细胞生物膜损伤的早期灵敏指标. 它们的增

高提示有肺泡细胞膜损伤或细胞发生死亡和溶解; AKP 主要由肺泡∀型细胞产生, 部分由中性粒细胞产生,

AKP的增加, 表明肺泡上皮细胞受损, 白细胞活动增加[ 7] , 细胞的炎症反应加剧 ;MDA含量增加, 表明肺泡膜

发生脂质过氧化损伤,细胞液中脂质过氧化的水平升高.

BALF的这些细胞生物学和生化指标的改变从不同的方面反映了 SO2 对肺组织和肺泡细胞的损伤, 这种损

伤主要表现为肺组织发生炎性渗出,肺泡细胞膜的通透性升高, 而这些改变可能与生物膜脂质过氧化改变有关.
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