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［摘　要］目的：研究慢性氟中毒大鼠肝脏中Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）和细胞核因子 κＢ（Ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
κＢ，ＮＦκＢ）的表达变化，探讨氟中毒肝脏损害的发病机理。方法：将６０只ＳＤ大鼠随机分为３组，即对照组、小
剂量染氟组和大剂量染氟组，分别给予自来水、加１０ｍｇ／Ｌ和５０ｍｇ／Ｌ氟（ＮａＦ）的的自来水喂养６个月观察３组
大鼠氟斑牙程度及尿氟，同时取大鼠肝脏；采用蛋白印迹方法检测 Ｐｇｐ和 ＮＦκＢ的蛋白表达水平，实时荧光定
量ＰＣＲ方法检测ＮＦκＢｍＲＮＡ表达水平。结果：６个月后，小剂量染氟组、大剂量染氟组大鼠氟斑牙程度及尿
氟含量明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；小剂量染氟组、大剂量染氟组大鼠肝脏中Ｐｇｐ和ＮＦκＢ
蛋白和ｍＲＮＡ表达高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；小剂量染氟组、大剂量染氟组ＮＦκＢｍＲＮＡ表达
高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：慢性氟中毒引起大鼠肝脏中 Ｐｇｐ和 ＮＦκＢ表达明显升高，
这可能与氟中毒性肝脏损伤的发生机制有关。
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　　慢性氟中毒不仅损害牙齿（氟斑牙），而且损
害骨骼（氟骨症），同时还能引起消化系统、中枢神

经系统和泌尿系统等全身各组织器官的广泛损

伤［１］。已证实氟化物可造成肝脏的毒性作用，表

现为肝细胞排列紊乱，胞浆疏松等病理学改变［２］。

Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）是第一个被发现的
人腺苷三磷酸结合盒转运蛋白，在人体组织中广泛

表达。Ｐｇｐ可外向转运多种毒物，保护组织免遭
毒性物质的侵害，同时可将药物泵出到细胞外，导

致细胞的耐药［３－４］。细胞核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
κＢ，ＮＦκＢ）是细胞内重要的核转录因子，参与多种
基因的表达和调控，其中包括激活 Ｐｇｐ表达，从而
与许多疾病的发生发展密切相关［５－７］。已发现慢

性氟中毒可影响 ＮＦκＢ的转录调控，这可能在氟
中毒肝脏损伤中起重要作用［８］。本实验对染氟６
个月的大鼠肝脏进行检测，研究慢性氟中毒对肝脏

中Ｐｇｐ和ＮＦκＢ的影响，探讨氟中毒肝脏损害的
发生机理。

１　材料与方法

１１　试剂
小鼠抗 Ｐｇｐ的单克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公

司），小鼠抗ＮＦκＢ的多克隆抗体及抗小鼠ＩｇＧ（美
国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＥＣＬ试剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司），ＲＮＡ提取剂 Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
ｃＤＮＡ合成试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＮＦκＢ的
ｍＲＮＡ引物（上海生工生物工程技术公司），ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ预混试剂盒（美国 ｓｉｇｍａ公司）。
１２　实验方法
１２１　实验动物　ＳＤ大鼠６０只（由贵阳医学院
动物实验中心提供），雌雄各半，体重１００～１２０ｇ，
随机分为３组，每组２０只。对照组大鼠予自由饮
用自来水，含氟（ＮａＦ）量 ＜０５ｍｇ／Ｌ；小剂量染氟
组、大剂量染氟组大鼠分别饮用加入１０、５０ｍｇ／Ｌ
ＮａＦ的自来水。３组大鼠均饲以动物中心配制的
标准营养动物，ＮａＦ＜０６ｍｇ／ｋｇ。饲养６个月后，
采用三度法观察氟斑牙程度和测定尿氟含量，确定

成功复制动物模型后，经股动脉放血处死大鼠，取

肝脏待用。

１２２　Ｐｇｐ、ＮＦκＢ蛋白和 ｍＲＮＡ的测定　采用

蛋白印迹法测定大鼠肝脏中Ｐｇｐ和ＮＦκＢ蛋白的
表达。取大鼠肝脏１００ｍｇ，加入蛋白提取液制备
组织匀浆，测定蛋白含量，经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
分离蛋白，转膜，分别用 Ｐｇｐ抗体（１∶１００）和 ＮＦ
κＢ抗体（１∶５００）４℃孵育过夜，再与抗小鼠ＩｇＧ室
温孵育２ｈ。将膜与 ＥＣＬ试剂反应５ｍｉｎ，用显影
胶片曝光，冲洗胶片后用图像分析仪处理，用βａｃ
ｔｉｎ抗体与同一张膜反应，结果作为内参照物。实
时荧光定量ＰＣＲ法测定大鼠肝脏中 ＮＦκＢｍＲＮＡ
的表达。提取大鼠肝脏总ＲＮＡ，通过２％的琼脂糖
电泳和紫外分光光度计确定总 ＲＮＡ完整性、纯度
和浓度；逆转录合成 ｃＤＮＡ后，用实时荧光定量
ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）方法测定ＮＦκＢ的转录水平。
引物由上海生工生物技术有限公司合成，ＮＦκＢ上
游为５’ＣＡＣＴＡＡＡＴＣＣＡＡＣＡＣＡＧＧＣＡＴＣＡＣ３’，下
游 为５’ＧＴＧＴＴＴＣＴＴＴＣＴＣＡＧＧＧＧＧＡＴＴＣ３’，产物
长度 １１９ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游 ５’ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡ
ＣＡＡＣＣＴＴＣ３’，下游为５’ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡ
ＣＡＣＣ３’，产物长度 ２０７ｂｐ。反应条件：变性
９５℃、４５ｓ，退火６２℃、３０ｓ，延伸７０℃、４５ｓ，３５个
循环。

１３　数据处理
采用 ＳＰＳＳ１７０软件，统计用单因素方差分

析，数据以均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜００５表
示差异有统计学意义。

２　结果

２１　氟斑牙、尿氟
小剂量染氟组和大剂量染氟组氟斑牙和尿氟

水平明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见表１。
２２　Ｐｇｐ和ＮＦκＢ蛋白表达

对照组、小剂量染氟组和大剂量染氟组 Ｐｇｐ
蛋白表达水平分别为 （１００００±１０１２）％、
（２０３４７±１３６９）％和（２１８５２±１２５８）％，见图
１Ａ；对照组、小剂量染氟组和大剂量染氟组 ＮＦκＢ
蛋白蛋白表达分别为 （１００００±１５２６）％、
（３８９２５±１５３６）％和（４１２６６±１８９２）％，见图
１Ｂ；小剂量和大剂量染氟组 Ｐｇｐ和 ＮＦκＢ蛋白表
达高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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表１　３组大鼠氟斑牙程度及尿氟含量
Ｔａｂ．１　Ｄｅｎｔａｌｆｌｕｏｒｏｓｉｓｄｅｇｒｅｅｓａｎｄｕｒｉｎａｒｙｆｌｕｏｒｉｎｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐ

组别 ｎ
氟斑牙程度

０ Ⅰ Ⅱ Ⅲ
尿氟（ｍｇ／Ｌ）

对照组 ２０ ２０ ０ ０ ０ ０６４±０３７
小剂量染氟组 ２０ ０１４ ６ ０ ４１７±１３９（１）

大剂量染氟组 ２０ ０ ６ １３ １ ５７０±１７０（１）

（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

２３　ＮＦκＢｍＲＮＡ表达
小剂量染氟组、大剂量染氟组 ＮＦκＢｍＲＮＡ表

达均高于对照组（Ｐ＜００５），见表２。

３　讨论

过量的氟化物可引起肝脏的损伤，但损伤机制

尚未完全阐明。Ｐｇｐ的主要功能是防止机体对外
来有害物质的摄入和对机体的损害［９］。本实验中

注：Ａ为Ｐｇｐ蛋白表达，Ｂ为ＮＦκＢ蛋白表达；（１）与对照组比较，Ｐ＜００５

图１　大鼠肝脏Ｐｇｐ和ＮＦκＢ蛋白表达
Ｆｉｇ．１　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰｇｐａｎｄＮＦκＢｉｎｒａｔｌｉｖｅｒ

表２　大鼠肝脏ＮＦκＢｍＲＮＡ表达
Ｔａｂ．２　ＮＦκＢｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｒａｔｌｉｖｅｒ
组别 ＮＦκＢｍＲＮＡ
对照组 １０１３±０２１３
小剂量染氟组 １５６１±０３２２（１）

大剂量染氟组 １６１２±０１９３（１）

（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

结果显示，染氟组大鼠肝脏中 Ｐｇｐ蛋白表达水平
高于对照组，认为与过量氟摄入后导致机体处于应

激或代偿状态有关。Ｐｇｐ的应激性增高可能是机
体对氟摄入过多所引起的一种自我保护性表现。

不过随着肝脏中 Ｐｇｐ的表达不断升高，势必会引
起机体的耐药现象，可能会为氟中毒的治疗带来一

定困难。

　　本实验中染氟组大鼠肝脏中 ＮＦκＢ蛋白表达
水平明显高于对照组，ｍＲＮＡ表达与蛋白表达一
致，亦升高，其机制可能是机体摄入过量氟后，氧化

应激水平增高从而激活 ＮＦκＢ。ＮＦκＢ的上调会
促进促炎细胞因子和生长因子等释放，从而引起

持久的炎症反应、细胞毒性作用，最终导致细胞死

亡造成组织损伤，这也可能是氟致肝脏损伤的途径

之一。ＮＦκＢ在细胞中有抗凋亡和促凋亡两方面
作用，细胞凋亡是生长发育的一种生理过程，凋亡

过多或过少都可发生病理改变，导致疾病发

生［１０－１２］。研究表明，氟作为一种细胞毒性物质，可

使人胎肝细胞凋亡率明显升高［１３］，本实验中 ＮＦ
κＢ蛋白和转录表达水平的增高，提示氟可能通过
激活ＮＦκＢ，启动下游转录因子，从而抑制抗凋亡
基因的表达而使细胞发生凋亡，造成相应组织器官

的损伤［１４］。有研究结果提示 Ｐｇｐ过表达与 ＮＦ
κＢ活化相关，阻断ＮＦκＢ活化可以减弱Ｐｇｐ的表
达，而激活ＮＦκＢ可上调ＰｇＰ表达［１５－１６］。本实验

中染氟大鼠肝脏中Ｐｇｐ和ＮＦκＢ的蛋白表达均增
高，提示染氟大鼠肝脏中 Ｐｇｐ、ＮＦκＢ过表达可能
与氟中毒性肝脏损伤的发生机制有关。
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［１１］苏剑东，吴灵飞．ＮＦκＢ与细胞凋亡［Ｊ］．世界华人消
化杂志，２００７（１２）：１４１１－１４１６．

［１２］刘素荣，叶孟．ＮＦκＢ和凋亡相关的调控途径［Ｊ］．现
代实用医学，２００９（１）：８６－８８．

［１３］褚启龙，王爱国，夏涛，等．氟致人胎肝细胞氧化应激
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Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００８（８）：１５６７－１５７９．
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