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镉暴露诱导小鼠脾脏免疫相关差异表达基因的分析与鉴定

阮嘉诚ꎬ史美琳ꎬ马海燕ꎬ施海峰

(江苏大学生命科学学院ꎬ镇江　 ２１２０１３)

专家简介　 施海峰ꎬ博士ꎬ教授ꎬ博士生导师ꎬ主要从事金属离子代谢机制及金

属离子相关疾病的研究工作ꎮ 目前是中国微量元素协会、江苏毒理学会、中国

制剂学会会员ꎮ 曾是美国国立卫生研究院访问学者ꎬ曾获南京大学人民奖学

金、香港科技大学研究生奖学金、美国国立卫生研究所优秀科研奖ꎻ获“江苏省

六大人才高峰”基金资助ꎬ江苏省“３３３”工程第三层次、江苏省双创项目“江苏省

重点创新项目、重点学科、重点实验室、高层次引进人才”、江苏省“新能源创新

团队”成员ꎮ 主持 /参与国家自然科学基金面上项目、江苏省自然科学基金面上项目、上海市苏州市

开放项目等课题ꎻ发表多篇研究论文和专利ꎬ以第一作者在国际顶级期刊 Ｓｃｉｅｎｃｅ 发表铁离子代谢相

关论文ꎬ引起巨大反响ꎮ

摘要　 目的 本研究探讨镉暴露对脾组织的损伤和基因表达的影响ꎬ并探究镉免疫毒性的潜在分子

机制ꎮ 方法 采用单次皮下注射氯化镉(５ μｍｏｌ / ｋｇ)建立镉暴露小鼠模型ꎬ使用 Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４混合多模

酶标仪检测脾组织中丙二醛(ＭＤＡ)含量和人 Ｂ淋巴细胞瘤细胞中 Ｃａ２＋含量ꎬ采用 ＤＮＡ基因芯片技

术检测小鼠脾脏组织中差异表达基因ꎬ采用 ＧＯ 富集、ＫＥＧＧ 信号通路和 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 数据库分析镉暴

露干扰的免疫相关功能ꎬ采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ、免疫荧光和免疫印迹等方法验证重要的免疫相关差异表达

基因ꎮ 结果 镉暴露干扰细胞的自噬功能ꎬ引起细胞 Ｃａ２＋稳态失衡和组织氧化应激增强ꎮ 镉暴露产

生免疫相关脾组织差异表达基因 ９３４个ꎬ其中上调的基因 ６８７ 个ꎬ下调的基因 ２４７ 个ꎮ 镉暴露干扰

调节先天性和适应性免疫系统的 ４个关键基因 Ｐｐｐ３ｃａ、Ｐｌｃｇ２、Ｖａｖ１ 和 Ｃｄ２４７ 表达ꎮ 结论 镉暴露引

起免疫调节关键基因 Ｐｐｐ３ｃａ、Ｐｌｃｇ２、Ｖａｖ１、Ｃｄ２４７ 的表达改变可能是小鼠脾脏产生免疫毒性的分子

机制ꎮ
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Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｓｐｌｅｅｎ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃａｄｍｉｕｍ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

ＲＵＡＮ Ｊｉａｃｈｅｎｇꎬ ＳＨＩ Ｍｅｉｌｉｎꎬ ＭＡ Ｈａｉｙａｎꎬ ＳＨＩ Ｈａｉｆｅｎｇ

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ ２１２０１３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ (Ｃｄ) ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｎ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ

ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ

ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ. Ｍｅｔｈｏｄｓ Ａ ｓｉｎｇｌｅ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣｄＣｌ２(５ μｍｏｌ / ｋｇ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｏｓｅ ｔｈｅ

ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ. Ｔｈｅ Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４ ｈｙｂｒｉｄ ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ ( ＭＤＡ)

ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ Ｃａ２＋ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｈｕｍａｎ Ｂ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｏｍａ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ. ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔꎬ ＫＥＧＧ ｓｉｎａｌｉｎｇꎬ ａｎｄ

Ｒｅａｃｔｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ ｄａｔａｂａｓｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｄ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ.

ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｃｄ

ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓꎬ ｃａｕｓｉｎｇ Ｃａ２＋ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ９３４ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｍｍｕｎｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ６８７

ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ２４７ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ. Ｃｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｕｒ ｋｅｙ ｉｍｍｕｎｅ ｇｅｎｅｓ (Ｐｐｐ３ｃａꎬ Ｐｌｃｇ２ꎬ

Ｖａｖ１ꎬ Ｃｄ２４７) ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｎａｔｅ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ

ｋｅｙ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ (Ｐｐｐ３ｃａꎬ Ｐｌｃｇ２ꎬ Ｖａｖ１ꎬ ａｎｄ Ｃｄ２４７) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃａｄｍｉｕｍ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｍａｙ ｂｅ

ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｏ ｍｏｕｓｅ ｓｐｌｅｅｎ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｃａｄｍｉｕｍꎻ ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙꎻ ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

　 　 镉(Ｃｄ)是一种有毒的重金属ꎬ也是全球公认的

环境污染物ꎮ 镉暴露是指接触受污染的土壤、空气、

水和食物等[１]ꎮ 高剂量的镉可积聚在肺、肾、肝和骨

等多个器官中ꎬ对其造成损害[２]ꎮ 镉作为一种环境

污染物参与先天性、适应性免疫反应和黏膜免疫反

应ꎬ对人体的免疫调节可能造成严重的不良影响[３]ꎮ

鉴于脾脏在宿主免疫防御中的核心作用ꎬ镉对脾脏

的免疫毒性受到广泛关注[４￣５]ꎮ 本课题组的前期研

究结果表明ꎬ镉暴露诱导小鼠脾脏细胞凋亡ꎬ抑制 Ｔ

细胞中免疫因子的表达[６￣７]ꎮ 小鼠产前镉暴露促进

ＣＤ４＋ Ｔ 细胞增殖ꎬ不影响其凋亡[８]ꎮ 但在雄性

Ｗｉｓｔａｒ大鼠中ꎬ镉暴露 ＣＤ４＋Ｔ 细胞减少[９]ꎮ 这说明

镉暴露对不同研究模型的免疫毒性反应存在差异ꎮ

因此ꎬ镉诱导的免疫毒性以及对脾脏的影响还需要

进一步研究ꎮ

近年来ꎬ高通量筛选技术在生物和医学领域的

应用发展迅速ꎬ其中ꎬ基因芯片是一项被广泛应用的

高通量基因检测技术ꎮ 本研究采用 ＤＮＡ 基因芯片

技术构建镉暴露后小鼠脾脏组织基因的差异表达

谱ꎬ分析镉诱导的差异表达基因所调控的信号通路ꎬ
揭示镉胁迫下小鼠基因表达调控的变化ꎬ为镉诱导

免疫毒性的探索提供研究基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要的试剂与仪器

人 Ｂ 淋巴瘤细胞 Ｒａｍｏｓ Ｂ 购于美国 ＡＴＣＣ 公

司ꎻＲＰＭＩ １６４０ 培养基购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司ꎻ氯化钠、氯
化镉购于国药集团ꎻ丙二醛(ＭＤＡ)检测试剂盒购于

南京凯基生物公司ꎻ胎牛血清(ＦＢＳ)、Ｆｌｕｏ －３ / ＡＭ、
ＤＡＰＩ荧光染料购于中国上海赛默飞世尔科技公司ꎻ
ＡｃｅＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ш
ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ购于南京诺唯赞生物科技股份有限公

司ꎻＲＩＰＡ蛋白裂解液购于上海碧云天生物技术有限

公司ꎻ基因引物、ＢＣＡ法蛋白浓度测定试剂盒购于生

􀅰０１􀅰
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工生物工程(上海)股份有限公司ꎻＰＶＤＦ 膜购于上

海金畔生物科技有限公司ꎻＬＣ３Ｂ 抗体、ｐ６２ 抗体、β￣

Ａｃｔｉｎ 抗体购于美国 ＣＳＴ公司ꎻＥＣＬ发光液购于上海

天能生命科学有限公司ꎮ

Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４混合多模酶标仪购于美国伯腾仪器

有限公司ꎻＯｎｅ Ｄｒｏｐ® ＯＤ－１０００ 紫外￣可见光全光谱

分光光度计购于南京紫晗木科学仪器有限公司ꎻ

Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ３ 实时荧光定量 ＰＣＲ

仪购于赛默飞世尔科技公司ꎻ电泳仪购于北京六一

生物科技有限公司ꎻ电泳槽及制胶台购于 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ公

司ꎻＴａｎｏｎ 成像系统购于上海天能生命科学有限

公司ꎮ

１.２　 动物实验

镉暴露实验:１５ 只 ＩＣＲ 雄性小鼠(８ 周龄ꎬ重约

２０ ｇ)分成 ３组ꎬ每组 ５只ꎮ 对照组(镉的剂量为 ０):

皮下注射 ０.９ 氯化钠注射液ꎬ镉暴露组:低剂量组

皮下注射 ５ μｍｏｌ / ｋｇ氯化镉ꎬ高剂量组皮下注射

１０ μｍｏｌ / ｋｇ氯化镉ꎮ 继续喂养 ２４ ｈ 后ꎬ采集脾脏组

织ꎮ

自噬干预实验:实验分组与所用剂量同镉暴露

实验ꎬ染毒 ２４ ｈ后ꎬ腹腔注射自噬抑制剂 ３￣甲基腺嘌

呤(３￣ＭＡ)ꎬ剂量为 １０ ｍｇ / ｋｇ 体重ꎬ再喂养 ２４ ｈ 后ꎬ

采用脊椎脱臼法处死小鼠ꎬ进行解剖ꎮ 用镊子剥离

小鼠脾脏组织ꎬ采用液氮速冻 １５ ｓ后ꎬ保存于－８０ ℃

冰箱ꎮ 动物实验获得江苏大学实验动物使用伦理委

员会批准(ＳＹＸＫ ２０１８－００５３)ꎮ

１.３　 脾脏组织中镉含量的测定

称取 ０.４ ｇ 脾脏组织样品ꎬ用 ３ ｍＬ ６５ 硝酸消

化过夜ꎬ定容至 ５ ｍＬꎬ采用 ＩＣＰ￣ＡＥＳ 测定脾脏组织

样品的镉离子浓度ꎮ ＩＣＰ￣ＡＥＳ 的工作条件为:雾化

气压力 ２００ ｋＰａꎬ辅助气流量 １.５ Ｌ / ｍｉｎꎬ等离子气流

量 １５ Ｌ / ｍｉｎꎬ仪器稳定时间 １５ ｓꎻ１ 次读数时间 ５ ｓꎬ

读数次数 ２次ꎬ清洗时间 １０ ｓꎬ进样延时 ３０ ｓꎬ泵速

１５ ｒ / ｍｉｎꎬ功率 １ ｋＷꎻ镉的分析线 ２１４.４３９ ｎｍꎮ

１.４　 组织中丙二醛含量的检测

取脾脏组织样品 ０. １ ｇꎬ加 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液

１ ｍＬꎬ置冰上裂解后ꎬ４ ℃ １３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ

收集上清液ꎬ采用 ＢＣＡ 法测定总蛋白质浓度ꎮ 使用

Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４混合多模酶标仪ꎬ按照丙二醛(ＭＤＡ)检

测试剂盒说明书检测 ＭＤＡ含量ꎬ检测波长 ５３２ ｎｍꎮ

１.５　 Ｒａｍｏｓ Ｂ细胞中游离 Ｃａ２＋检测

１ ´１０５个 /孔人 Ｂ淋巴细胞瘤细胞(Ｒａｍｏｓ Ｂ)接

种于 １２孔培养板中培养过夜ꎬ氯化镉(５ μｍｏｌ / Ｌ)处

理２４ ｈ后ꎬ收集细胞ꎻ细胞用 ＲＭＰＩ １６４０ 培养基(无

酚红)洗涤两次ꎬ再用浓度 １ μｍｏｌ / Ｌ 的 Ｆｌｕｏ－３ / ＡＭ

ＲＭＰＩ １６４０ 培养基 (无酚红)孵育 １ ｈꎬ孵育温度

３７ ℃ꎻ用培养基洗涤两次后ꎬ按 １ ´１０４个 /孔接种 ９６

孔培养板ꎬ使用 Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４ 混合多模酶标仪检查细

胞 Ｃａ２＋含量ꎬ检测的激发光波长 ４８８ ｎｍꎬ发射光波长

５３５ ｎｍꎮ 荧光强度越强ꎬ细胞中游离 Ｃａ２＋含量越高ꎮ

１.６　 基因芯片检测基因表达

提取对照组和镉暴露低剂量组小鼠脾脏组织

ＲＮＡꎬ送晶能生物技术(上海)有限公司分析ꎬ采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ的定制 ＭｏｕｓｅＷＧ￣６＿Ｖ２ 全基因组寡核苷酸

芯片进行检测ꎮ 样品标记、杂交、洗涤和扫描等均按

照制造商的规范操作完成ꎮ 差异基因的筛选准则:

①实验组样品的 Ｄｉｆｆｓｃｏｒｅ值小于－１３或大于 １３的基

因为差异基因ꎮ Ｄｉｆｆｓｃｏｒｅ 按照公式计算ꎬＤｉｆｆｓｃｏｒｅ ＝

１０ｓｇｎ( Ｉｃｏｎｄ－Ｉｒｃｆ)ｌｏｇ１０(Ｐ)ꎮ ②½Ａｖｇ / Ｓｉｇｎａｌ 数值的比

值½＝½低剂量组的数值 /对照组的数值½>２ꎬＰ<０.０５ꎬ

则该基因为差异表达基因ꎮ

１.７　 生物信息学分析

筛选镉暴露低剂量组与对照组的差异表达基因

(比值>２ 倍ꎬＰ<０.０５)ꎬ使用 ＮＣＢＩ Ｅｎｔｒｅｚ Ｇｅｎｅ 数据

库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｅｎｅ / )进行注释分

析ꎮ 差异基因通过在线程序 ＤＡＶＩＤ(ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄ.

ｎｃｉｆｃｒｆ.ｇｏｖ / ｔｏｏｌｓ.ｊｓｐ)进行功能和通路富集分析ꎮ ＧＯ

富集分析差异表达基因ꎬ根据每个条目的－ｌｏｇ１０ Ｐ

值ꎬ选出排序在前的 ２０ 类基因功能ꎮ ＫＥＧＧ 信号通

路分析差异表达基因ꎬ根据每个信号通路的 Ｐ 值ꎬ选

出排序在前的 １０ 个 ＫＥＧＧ 信号通路ꎮ 通过在线程

序 Ｒｅａｃｔｏｍｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｒｅａｃｔｏｍｅ. ｏｒｇ / ＰａｔｈｗａｙＢｒｏｗｓｅｒ)

分析差异表达基因的生物学作用ꎮ

１.８　 ＲＮＡ提取和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ检测

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取小鼠脾脏组织总 ＲＮＡꎬ使

用 Ｏｎｅ Ｄｒｏｐ® ＯＤ－１０００ 检测 ＲＮＡ 的质量和浓度ꎮ

将 １ ｇ总 ＲＮＡ 进行逆转录ꎬ合成 ｃＤＮＡꎬ然后应用实

时荧光定量 ＰＣＲ 仪(ＡＢＩ７３００ 系统)进行检测ꎮ 检
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测基因的引物序列如表 １ 所示ꎮ 根据融解曲线和扩

增曲线判定数据的可靠性ꎬ用人 β￣Ａｃｔｉｎ 基因作为内

参基因ꎮ 根据靶基因的阈值循环 Ｃｔ 值计算其相对

含量ꎮ

表 １　 差异表达基因检测的特异性引物

引物 序列 (５′－３′)

Ｃｄ２４７－Ｆ ＣＡＡＡＧＣＣＡＧＣＡＧＡＧＡＣＴＣＣＡ

Ｃｄ２４７－Ｒ ＡＧＣＡＧＡＧＴＴＴＧＧＧＡＴＣＣＡＧＣ

Ｐｐｐ３ｃａ－Ｆ ＧＴＧＡＡＡＧＣＣＧＴＴＣＣＡＴＴＴＣＣＡ

Ｐｐｐ３ｃａ－Ｒ ＧＡＡＴＣＧＡＡＧＣＡＣＣＣＴＣＴＧＴＴＡＴＴ

Ｖａｖ１－Ｆ ＴＧＴＧＡＧＡＡＧＴＴＣＧＧＣＣＴＣＡＡＧ

Ｖａｖ１－Ｒ ＣＡＧＡＧＣＡＧＡＣＡＧＧＧＴＧＴＡＧＡＴ

Ｐｌｃｇ２－Ｆ ＧＴＧＧＡＣＡＣＣＣＴＴＣＣＡＧＡＡＴＡＴＧ

Ｐｌｃｇ２－Ｒ ＡＣＣＴＧＣＣＧＡＧＴＣＴＣＣＡＴＧＡＴ

Ａｃｔｉｎ－Ｆ ＡＡＧＣＴＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡ

Ａｃｔｉｎ－Ｒ ＧＴＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡ

１.９　 免疫印迹

小鼠脾脏组织和 Ｒａｍｏｓ Ｂ 细胞经 ＲＩＰＡ 蛋白裂

解液裂解后ꎬ４ ℃ １３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上

清液ꎬ采用 ＢＣＡ法测定总蛋白质浓度ꎮ 取 ４０ μｇ 总

蛋白制备成检测样品ꎬ在 １２ 的聚丙烯酰胺凝胶上

进行电泳ꎮ 然后ꎬ将凝胶印迹转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ

印迹 ＰＶＤＦ膜经 ５ 脱脂奶粉封闭ꎬ使用 ＬＣ３Ｂ、ｐ６２

和 β￣Ａｃｔｉｎ的多克隆抗体(１ ∶ １ ０００)室温孵育 ２ ｈꎮ

ＰＢＳＴ洗 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎻ使用与辣根过氧化物酶

偶联的山羊抗兔抗体(１ ∶ ４ ０００)室温下孵育 １ ｈꎬ

ＰＢＳＴ洗 ６次ꎬ 每次 １０ ｍｉｎꎻ使用高敏 ＥＣＬ免疫印迹

发光试剂发光ꎬ可视化拍照ꎬ分析蛋白表达ꎮ

１.１０　 免疫荧光染色检测

小鼠脾脏组织石蜡切片ꎬ脱蜡后在梯度乙醇中

复水ꎮ 组织切片经 ＰＢＳＴ(０.１ 的 Ｔｗｅｅｎ ２０ ＰＢＳ)润

洗后ꎬ３ ＢＳＡ封闭ꎻｐ６２ 兔多克隆抗体 ４ ℃孵育过

夜(１ ∶ ５０)ꎻＰＢＳＴ 润洗后ꎬＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８ 山羊抗兔

ＩｇＧ(１ ∶ ２００)室温下孵育 １ ｈꎬＤＡＰＩ 染色后ꎬ封上盖

玻片ꎬ在奥林巴斯 ＩＸ７３显微镜检测、拍照ꎮ

１.１１　 统计学方法

实验数据采用 ＳＰＳＳ 统计软件分析ꎬＰ<０.０５ 表

示差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２.１　 脾组织中镉和 ＭＤＡ含量

腹腔给镉 ２４ ｈ 后ꎬ低剂量组和高剂量组小鼠脾

脏 组 织 中 镉 含 量 分 别 为 ０.１２４ ４３ μｇ / ｇ 组 织 和

０.２２１ ０９ μｇ / ｇ组织ꎬ高于对照组的 ０.００４ ７２ μｇ / ｇ 组

织ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 １Ａ 所示ꎮ 低

剂量组和高剂量组小鼠脾脏组织中 ＭＤＡ 浓度分别

为 １２.７１３ ｎｍｏｌ / ｍＬ和 １４.５０４ ｎｍｏｌ / ｍＬꎬ高于对照组

的 ７.９９７ ｎｍｏｌ / ｍＬ(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 １Ｂ所示ꎮ

注:Ａ. 镉离子含量分析ꎻＢ. ＭＤＡ含量分析ꎻ与对照组比

较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎮ

图 １　 镉暴露后小鼠脾脏组织中镉和 ＭＤＡ含量分析

２.２　 差异表达基因、基因 ＧＯ 功能聚类和 ＫＥＧＧ 信

号通路

镉暴露后共鉴定出 ９３４ 个差异表达基因ꎬ其中

上调基因 ６８７ 个ꎬ下调基因 ２４７ 个ꎮ 原始数据已上

传至基因表达综合库ꎬ入库号 ＧＥＯ:ＧＳＥ１２８９３１ꎮ

镉暴露导致的差异表达基因 ＧＯ 功能聚类提

示ꎬ差异表达基因与基因表达调控、细胞分裂、蛋白

修饰等有关ꎬ如图 ２Ａ 所示ꎮ 热图显示ꎬ与免疫系统

功能相关的差异表达基因有 ３５ 个ꎬ其中 １１ 个下调ꎬ

２４个上调ꎬ如图 ２Ｂ所示ꎮ ＫＥＧＧ信号通路富集分析

显示ꎬ镉参与 Ｐ５３信号通路、Ｂ 细胞受体信号通路和

原发性免疫缺陷相关信号通路等途径ꎬ如图 ２Ｃ 所

示ꎮ
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注:Ａ. ＧＯ分析镉暴露诱导的差异表达基因ꎻＢ. 免疫系统差异表达基因的热图分析ꎻＣ. ＫＥＧＧ分析差异表达基

因参与的信号通路ꎮ

图 ２ 差异表达基因的 ＧＯ功能与 ＫＥＧＧ信号通路分析

２.３　 免疫相关差异表达基因

镉暴露诱导免疫系统相关差异表达基因中ꎬ６１

个参与适应性免疫系统ꎬ７２个参与先天免疫系统ꎬ２１

个同时参与适应性和先天免疫系统ꎬ如图 ３Ａ 所示ꎮ

在这些免疫相关基因中ꎬ有 ４ 个关键基因 Ｐｐｐ３ｃａ、

Ｐｌｃｇ２、Ｖａｖ１、Ｃｄ２４７ 参与了 Ｂ 细胞受体信号通路、Ｔ
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细胞受体信号通路和自然杀伤细胞介导的免疫相关

细胞毒性ꎮ ＳＴＲＩＮＧ分析表明ꎬ参与免疫的 ４ 个关键

基因编码的蛋白之间存在相互作用ꎬ如图 ３Ｂ 所示ꎮ

镉暴露下调 Ｐｐｐ３ｃａꎬ Ｖａｖ１ 和 Ｐｌｃｇ２ 的表达ꎬ上调

Ｃｄ２４７的表达ꎬ如图 ３Ｃ~Ｆ所示ꎮ

注:Ａ. 参与适应性和先天免疫系统的基因分析ꎻＢ. 关键基因编码蛋白之间的

相互作用分析ꎻＣ. Ｐｐｐ３ｃａ 表达分析ꎻＤ. Ｐｌｃｇ２ 表达分析ꎻＥ. Ｖａｖ１ 表达分析ꎻ

Ｆ. Ｃｄ２４７表达分析ꎻ与对照组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎮ

图 ３ 镉暴露导致的免疫相关差异表达基因分析

２.４　 镉暴露诱导的细胞自噬和 Ｃａ２＋稳态失衡

Ｒｅａｃｔｏｍｅ分析显示ꎬ镉暴露诱导的差异表达基

因可能参与了自噬和 Ｃａ２＋稳态的调控ꎬ如图 ４Ａ 所

示ꎮ 低剂量组小鼠脾脏组织中自噬标志蛋白 ＬＣ３Ｂ￣

Ⅱ表达增加ꎬＰ６２ 减少ꎬ给与自噬抑制剂 ３￣ＭＡ 后ꎬ

ＬＣ３Ｂ￣ＩＩ和 Ｐ６２蛋白的积累增加ꎬ如图 ４Ｂ ~ Ｃ 所示ꎮ

在 Ｒａｍｏｓ Ｂ细胞中ꎬ低剂量镉处理ꎬ细胞内游离 Ｃａ２＋

水平显著上升ꎬ但可被内质网钙离子释放通道 ＩＰ３Ｒ

的抑制剂 ２￣ＡＰＢ削弱ꎬ如图 ５Ｄ所示ꎮ
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注:Ａ. 参与自噬和 Ｃａ２＋稳态调控的 Ｒｅａｃｔｏｍｅ分析ꎻＢ. ｐ６２基因的免疫荧光分析ꎬ红色为 ｐ６２

基因表达ꎬ蓝色为细胞核 ＤＡＰＩ染色ꎻＣ. ＬＣ３Ｂ￣ＩＩ和 Ｐ６２蛋白的免疫印迹分析ꎻＤ. 细胞内游离

Ｃａ２＋分析ꎬ两者之间比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎮ

图 ４ 镉对自噬和 Ｃａ２＋稳态的影响

３　 讨论

免疫是生物体对伤害或感染的保护性反应ꎮ 脾

脏在消除损伤诱导剂、防止组织损伤、启动修复ꎬ以
及恢复受累组织的生理功能等方面发挥着重要作

用ꎮ 作为全球污染最严重的有毒重金属之一ꎬ镉可

以在体内积聚并诱发免疫毒性ꎮ 但镉暴露对免疫功

能的影响仍然存在争议ꎬ如:镉与系统性红斑狼疮疾

病活动度指数呈负相关[１０]ꎬ关节内低剂量镉对关节

炎症和关节破坏有保护作用[１１]ꎮ 本研究显示ꎬ镉对

免疫系统有毒性ꎬ诱导免疫细胞自噬、Ｃａ２＋稳态失衡

和氧化应激增强等不良影响ꎬ镉可能通过改变 ４ 个

关键的免疫相关基因的表达ꎬ损害小鼠的先天免疫

应答和适应性应答ꎮ

ＣＤ２４７ꎬ也被称为 ＣＤ３ζ、 ＣＤ３Ｈ、 ＣＤ３Ｑ、 ＣＤ３Ｚ、
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ＩＭＤ２５、Ｔ３Ｚ和 ＴＣＲＺꎬ编码 ＣＤ３ζ 蛋白ꎬ该蛋白主要

在自然杀伤细胞和 Ｔ 细胞中表达ꎬ在抗原特异性免

疫应答的抗原识别和信号转导、自身免疫性疾病、肿

瘤和炎症性疾病中起重要作用[１２]ꎮ ＣＤ２４７ 表达缺

陷是典型的皮质型胸腺瘤的组织病理学特征[１３]ꎮ Ｔ

细胞抗原受体亚基基因突变、表达受损可导致罕见

的免疫缺陷疾病ꎬ但可通过恢复 ＣＤ２４７ 的表达重

建[１４]ꎮ ＣＤ２４７可作为评估 Ｔ 细胞相关疾病严重程

度和特发性肺纤维化患者预后的潜在生物标志

物[１５]ꎮ 本研究结果表明ꎬ镉暴露增加了 ＣＤ２４７ 的表

达ꎬ参与了 Ｔ细胞受体信号通路ꎮ

ＰＬＣｇ２是磷脂酰肌醇特异性磷脂酶 Ｃ 的一个亚

型ꎬ是 Ｂ细胞受体的关键信号因子ꎮ ＰＬＣｇ２ 敲除的

小鼠 Ｂ细胞、肥大细胞、血小板和自然杀伤细胞存在

功能缺陷ꎮ Ｂ细胞淋巴细胞减少症患者存在 ＰＬＣｇ２

突变[１６]ꎮ 这表明 ＰＬＣｇ２ 信号在免疫系统中起着至

关重要的作用ꎮ ＰＬＣｇ２能将磷脂酰肌醇 ４ꎬ５￣二磷酸

转化为第二信使肌醇 １ꎬ４ꎬ５￣三磷酸ꎬ这对于触发

Ｃａ２＋从 ＥＲ释放到细胞外至关重要ꎬ而且 ＰＬＣｇ２￣ＩＰ３￣

Ｃａ２＋信号传导在 ＬＰＳ诱导的先天免疫应答途径中起

重要作用ꎮ 本研究结果表明ꎬ镉暴露抑制 ＰＬＣｇ２ 的

表达ꎬ导致 Ｃａ２＋通路障碍ꎬ影响小鼠脾脏 Ｂ 细胞受体

的 ＴＬＲ信号转导ꎮ

编码蛋白磷酸酶 ３催化亚基 α的 ＰＰＰ３ＣＡ基因

是 Ｃａ２＋相互作用丝氨酸 /苏氨酸蛋白磷酸酶的一个

亚基ꎬ通常称为钙调磷酸酶ꎮ 钙调磷酸酶依赖性

Ｃａ２＋信号传导介导多种细胞反应ꎬ如 Ｔ 细胞活化、囊

泡运输、细胞生长和细胞凋亡ꎮ 钙调磷酸酶的抑制通

过直接作用于未成熟 Ｂ细胞来抑制体液免疫ꎮ 此外ꎬ

钙调磷酸酶特异性抑制淋巴结 Ｔ 滤泡辅助细胞和循

环 Ｔ滤泡辅助细胞[１７]ꎮ Ｓｈｅｎ 等[１８]发现ꎬ脂多糖通过

钙调神经磷酸酶 / ＮＦＡＴ 和 ＴＬＲ４ / ＭｙＤ８８ / ＮＦ￣κＢ 信号

通路诱导足细胞损伤ꎮ 本研究结果表明ꎬ镉暴露抑

制钙调磷酸酶亚基 ＰＰＰ３ＣＡ 的表达ꎬ但其诱导免疫

抑制的机制还有待于进一步研究ꎮ

ＶＡＶ１在所有造血细胞中普遍表达ꎬＴ 细胞抗原

受体受刺激后ꎬ被酪氨酸磷酸化激活ꎮ ＶＡＶ１ 对 Ｒｈｏ

家族 ＧＴＰ 酶(如 Ｒａｃ１、Ｒａｃ２和 ＲｈｏＧ)起鸟嘌呤核苷

酸交换因子活性ꎮ ＶＡＶ１的 ＧＥＦ活性对淋巴细胞的

许多功能是必需的ꎮ 研究表明ꎬ在 Ｂ 细胞中ꎬＶＡＶ１

的表达对 Ｂ 细胞的发育至关重要[１９]ꎮ 而且ꎬＶＡＶ１

的信号转导需要 Ｃａ２＋介导ꎬ以及激活细胞外信号调

节激酶和核因子 κＢ转录因子ꎮ 本研究结果表明ꎬ镉

暴露抑制了 ＶＡＶ１ 的表达ꎬ这可能是 Ｃａ２＋信号传导

中断和免疫相关下游基因转录改变的原因ꎮ 此外ꎬ

镉诱导小鼠脾细胞自噬和氧化应激ꎬ阻碍 Ｃａ２＋途径ꎬ

产生镉免疫毒性ꎮ

综上所述ꎬ虽然镉诱导免疫毒性的研究取得了

一些进展ꎬ但其作用的分子机制仍不清楚ꎮ 本研究

通过基因芯片分析ꎬ获得差异表达基因ꎬ这为镉靶向

免疫器官(脾脏)的分子机制研究提供了新的线索ꎮ

镉可通过影响先天性和适应性免疫系统中的 ４ 个关

键免疫基因 Ｐｐｐ３ｃａ、Ｐｌｃｇ２、Ｖａｖ１ 和 Ｃｄ２４７ꎬ影响 Ｔ / Ｂ

细胞受体信号传导、ＴＬＲ 信号转导和细胞毒性ꎮ 此

外ꎬ镉暴露可能通过诱导小鼠脾脏自噬、Ｃａ２＋稳态失

衡和氧化应激介导免疫毒性ꎬ免疫相关基因参与了

这些免疫毒性ꎮ

４　 结论

镉暴露引起的免疫调节关键基因 Ｐｐｐ３ｃａ、

Ｐｌｃｇ２、Ｖａｖ１、Ｃｄ２４７的表达改变可对小鼠脾脏产生免

疫毒性ꎮ
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