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邻苯二甲酸二乙基己基酯对新生大鼠肺组织发育的影响
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　　摘要：目的　探讨基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）、金属蛋白酶１组织抑制剂（ＴＩＭＰ１）和转化生长因子β１
（ＴＧＦβ１）是否参与邻苯二甲酸二乙基己基酯（ＤＥＨＰ）影响肺组织形态发育的过程。方法　ＳＤ新生大鼠
于出生后第１天开始分别ｉｐ给予ＤＥＨＰ１０，１００和７５０ｍｇ·ｋｇ－１，每天１次。每组１／２大鼠持续染毒１４ｄ，
剩余１／２大鼠持续染毒２１ｄ。染毒结束后第２天处死大鼠，取新鲜肺组织，提取总 ＲＮＡ，用实时定量 ＰＣＲ
方法检测ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１和ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的表达；其余部分石蜡包埋，制备石蜡切片，ＨＥ染色进行组织
形态观察，或者免疫组化染色检测ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１和 ＴＧＦβ１蛋白表达。结果　ＤＥＨＰ染毒１４ｄ，与溶剂
对照组比较，ＤＥＨＰ１００和７５０ｍｇ·ｋｇ－１组新生大鼠肺泡发育受抑制，肺间质比例增大（Ｐ＜０．０５）；ＤＥＨＰ
１０，１００和７５０ｍｇ·ｋｇ－１组ＭＭＰ９和ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达随着ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而增加（ｒ＝０．９７９，
Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９９０，Ｐ＜０．０１），ＭＭＰ９和 ＴＧＦβ１蛋白表达亦随着 ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而增加（ｒ＝
０．７７０，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９５９，Ｐ＜０．０１）；ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达下降（ｒ＝０．９０４，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．７９５，
Ｐ＜０．０１）。ＤＥＨＰ染毒２１ｄ，ＤＥＨＰ１０，１００和７５０ｍｇ·ｋｇ－１组肺间质比例与溶剂对照组比较无明显变化；
ＭＭＰ９和ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达随着ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而下降（ｒ＝０．８７９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９０４，Ｐ＜
０．０１），ＭＭＰ９和ＴＧＦβ１蛋白表达亦随着 ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而下降（ｒ＝０．９３５，Ｐ＜０．０１；ｒ＝
０．８１９，Ｐ＜０．０１）；ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达增加（ｒ＝０．８１９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．６１９，Ｐ＜０．０１）。结论
ＤＥＨＰ通过影响肺组织ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１和ＴＧＦβ１基因和蛋白的表达影响新生大鼠肺组织形态发育。
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　　邻苯二甲酸二乙基己基酯〔ｄｉ（２ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）
ｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＥＨＰ〕是一种增塑剂，被应用于医疗设
备如血袋、静脉营养给药袋、气管插管、鼻饲管和深

静脉置管中。研究表明，在成年和幼年动物中

ＤＥＨＰ作为一种影响内分泌的环境干扰物，对生殖、
肝、肾和肺发育等具有毒性作用［１－２］。基质金属蛋

白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰ）是降解细
胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的主要介质，
与其特异性组织抑制剂即金属蛋白酶组织抑制剂

（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＴＩＭＰ）在肺
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发育过程中共同扮演着重要的角色［３－４］。细胞和

ＥＣＭ的相互作用和 ＥＣＭ的重建对胎肺的发育至
关重要，尤其是Ⅳ型胶原为主要成分的基底膜结构
变化。ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１主要作用于基底膜的Ⅳ型
胶原。ＭＭＰ９的过量表达或 ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１的表
达失衡均可导致肺发育受阻［５－７］。转化生子因子 β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）是一组功
能复杂的多肽生长因子，在肺支气管树分支生成过

程和上皮细胞分化过程中起重要作用［８］，其异常表

达亦影响肺发育。本研究应用 ＤＥＨＰ染毒新生大
鼠，探讨ＤＥＨＰ对肺发育的影响，并从ＥＣＭ重建角
度探讨其可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
ＤＥＨＰ和玉米油，Ｓｉｇｍａ公司；ＲＴＰＣＲ逆转录

试剂盒，加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（ＭＢＩ）公司；ＰＣＲ引物，
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上海英骏生物工程公司合成；ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）定量试剂盒，日本
ＴａＫａＬａ公司；ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取液、山羊抗大鼠
ＭＭＰ９抗体和兔抗大鼠 ＴＧＦβ１抗体，美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司；兔抗大鼠 ＴＩＭＰ１抗体，武汉博士德公
司；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ多聚体或辣
根过氧化物酶标记兔抗羊 ＩｇＧ多聚体 ＰＶ试剂盒，
美国ＧＢＩ公司。实时荧光定量 ＰＣＲ仪，罗氏Ｌｉｇｈｔ
Ｃｙｃｌｅｒ４８０实时荧光定量ＰＣＲ系统。
１．２　实验动物和分组

ＳＰＦ级ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ新生大鼠１２０只购自温
州医学院实验动物中心，动物许可证号：ＳＣＸＫ（浙）
２００５００１９，在ＳＰＦ级实验室内饲养。随机分为溶剂
对照组及ＤＥＨＰ１０，１００和 ７５０ｍｇ·ｋｇ－１染毒组。
ＤＥＨＰ染毒组于出生后第１天开始分别ｉｐ给予ＤＥＨＰ，
溶剂对照组ｉｐ给予等体积玉米油，每天１次。每组１／２
大鼠持续染毒１４ｄ，另一半持续染毒２１ｄ。各组大鼠
出生体质量无明显差异，均母乳喂养。

１．３　肺组织标本制备
染毒结束后第 ２天，ｉｐ给予戊巴比妥钠

３５ｍｇ·ｋｇ－１麻醉大鼠，每组随机取５只，固定，打
开胸腔，结扎右主支气管，取出肺组织，用 ４％中性
甲醛溶液经支气管给 ２０ｃｍＨ２Ｏ的气道压力进行
灌注固定，然后结扎右主支气管，置于４％中性甲醛
溶液固定，４８ｈ后脱水，石蜡包埋，沿肺叶纵轴切
片，ＨＥ染色，光镜下观察组织病理改变；取鼠左肺
组织，分离剪去肺门部大支气管血管，将肺新鲜标本

用冷生理盐水漂洗去血迹后，滤纸吸干，用锡箔纸包

裹好，１ｍｉｎ内迅速置于液氮中保存，转移至 －８０℃
冰箱储存用于实时 ＰＣＲ检测 ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１和
ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达水平。
１．４　肺组织ＨＥ染色形态学观察和肺间质比例测定

制备肺组织石蜡切片，ＨＥ染色，显微镜下形态学
观察并照相，使显微镜处于同一放大倍数（１００倍）及
电压，每张切片随机选择５个视野，测量肺间质比例。
首先将切片中的大血管，支气管去除，用数字图像分析

技术分割图片，调整照片，找到肺间质和肺泡对比最强

烈的像素阈值Ｔ，Ｔ＝１００，根据每个图像位点的像素不
同，可以分割图片为肺间质、肺泡和其他，每个视野肺

间质的像素与总像素的比值表示肺间质比例。

１．５　实时荧光定量 ＰＣＲ检测肺组织 ＭＭＰ９，
ＴＩＭＰ１和ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达

取１００ｍｇ新鲜组织，放到研磨器中，加入液氮
充分研磨至粉末，加入 １ｍｌＴｒｉｚｏｌ，提取组织总
ＲＮＡ，紫外分光光度计测量 Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ，计算

ＲＮＡ的纯度和浓度。Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物，
ＴＧＦβ１的上游引物为５′ＣＣＣＣＴＧＧＡＡＡＧＧＧＣＴ
ＣＡＡＣＡＣ３′，下游引物为 ５′ＴＣＣＡＡＣＣＣＡＧＧＴＣ
ＣＴＴＣＣＴＡＡＡＧＴＣ３′，扩增产物长度为 １３６ｂｐ；
ＭＭＰ９的上游引物为 ５′ＡＣＣＣＣＡＴＧＴＡＴＣＡＣ
ＴＡＣＣＡＣＧＡＧ３′，下游引物为 ５′ＡＴＡＧＴＧＣＴＧ
ＧＣＴＧＴＧＧＧＧＴＧＴＧ３′，扩增产物长度为 ９１ｂｐ；
ＴＩＭＰ１的上游引物为 ５′ＡＴＡＧＴＧＣＴＧＧＣＴＧＴ
ＧＧＧＧＴＧＴＧ３′，下游引物为５′ＴＧＡＴＣＧＣＴＣＴＧＧ
ＴＡＧＣＣＣＴＴＣＴＣ３′，扩增产物的长度为１３０ｂｐ；内
参 β肌动蛋白的上游引物为 ５′ＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴ
ＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴ３′，下游引物为 ５′ＣＣＴＡ
ＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧ３′，扩增产物的
长度为２８５ｂｐ。取总ＲＮＡ１μｌ按逆转录操作说明
书逆转录成ｃＤＮＡ；取２μｌ逆转录产物加入２０μｌ反
应体系中，按以下反应条件扩增：９５℃预变性３０ｓ→
９５℃变性１０ｓ→５７℃退火１０ｓ→７２℃延伸２０ｓ，
４０个循环，７２℃采集荧光信号。用罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
４８０实时荧光定量 ＰＣＲ系统进行实时 ＰＣＲ检测。
以２－△Ｃｔ表示各组目标基因 ｍＲＮＡ相对表达水平。
△Ｃｔ＝Ｃｔ目标基因 －Ｃｔβ肌动蛋白，Ｃｔ为扩增过程中荧光信
号强度达到阀值的循环数。

１．６　免疫组化方法检测肺组织ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１和
ＴＧＦβ１蛋白表达

取肺组织标本经４％中性多聚甲醛固定，石蜡
包埋，５μｍ连续切片，６０℃烤片 ２ｈ，梯度乙醇脱
水，３％ Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶，依次加入一
抗（山羊抗大鼠 ＭＭＰ９抗体、兔抗大鼠 ＴＧＦβ１和
ＴＩＭＰ１抗体），二抗（辣根过氧化物酶标记羊抗兔
ＩｇＧ多聚体或辣根过氧化物酶标记兔抗羊ＩｇＧ多聚
体），ＤＡＢ显色，脱水，透明，封片，镜检。以细胞浆
中沉着棕黄色颗粒的细胞为阳性细胞。用

Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析软件测定１０个视野中
阳性部位的积分吸光度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，
ＩＡ），计算ＩＡ平均值以表达待测蛋白的相对表达水
平。ＩＡ值越大，蛋白表达水平越高。
１．７　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件，计量资料采用ｘ±ｓ
表示，多组比较采用单因素方差分析，方差齐性的采用

ＬＳＤ法，方差不齐的采用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验；采用Ｌｏｇａ
ｒｉｔｈｍｉｃ进行相关分析，以Ｐ＜０．０５为具有统计学差异。

２　结果

２．１　ＤＥＨＰ对新生大鼠肺发育形态和肺间质比例
的影响

由图１和表１结果看出，ＤＥＨＰ染毒１４ｄ，溶
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剂对照组新生大鼠（图１Ａ１）肺泡形态发育正常，未
见炎症反应，未见出血；与溶剂对照组比较，ＤＥＨＰ
１０ｍｇ·ｋｇ－１组（图１Ａ２）肺间质比例无显著性差异，
肺泡未见明显炎症细胞浸润和出血；ＤＥＨＰ１００和

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉ（２ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）ｐｈｔｈａｌａｔｅ（ＤＥＨＰ）
ｇｉｖｅｎｆｏｒ１４ｄ（Ａ）ａｎｄ２１ｄ（Ｂ）ｏｎｌｕｎｇｈｉｓｔｏｐａｔｈｏ
ｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓ（ＨＥ×１００）．Ｔｈｅ
ｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓｗｅｒｅｉｐｇｉｖｅｎＤＥＨＰｆｒｏｍ ｔｈｅｐｏｓｔｎａｔａｌ１ｓｔｄａｙ，
ｏｎｃｅｄａｉｌｙ，ｆｏｒ１４ｏｒ２１ｄ．Ｔｈｅｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＤＥＨＰ
０ｍｇ·ｋｇ－１）ｗａｓｇｉｖｅｎｅｑｕａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｃｏｒｎｏｉｌ．１：ｓｏｌｖｅｎｔ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２，３ａｎｄ４：ＤＥＨＰ１０，１００ａｎｄ７５０ｍｇ·ｋｇ－１

ｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

７５０ｍｇ·ｋｇ－１组（图１Ａ３和 Ａ４）可见肺间质增厚，
肺泡隔增厚，间质细胞增多，肺间质比例增大

（Ｐ＜０．０５）。ＤＥＨＰ染毒２１ｄ，ＤＥＨＰ１０，１００和
７５０ｍｇ·ｋｇ－１组（图１Ｂ２～Ｂ４）肺间质比例、肺泡大
小和肺间质厚度与溶剂对照组（图１Ｂ１）相比无明
显差异。

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＥＨＰｏｎｌｕｎｇｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｔｉｓｓｕｅｐｒｏ
ｐｏｒｔｉｏｎｏｆｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓ

ＤＥＨＰ／ｍｇ·ｋｇ－１
Ｌｕｎｇｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｔｉｓｓｕｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ／％

１４ ２１（ｄ）

０ ０．２２±０．０２ ０．２１±０．０３

１０ ０．２２±０．０３ ０．２１±０．０４

１００ ０．２４±０．０３ ０．２２±０．０２

７５０ ０．２７±０．０３ ０．２２±０．０２

ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｌｕｎｇｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｔｉｓｓｕｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
（％）ｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｐｉｘｅｌｏｆｌｕｎｇｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ
ｔｉｓｓｕｅｔｏｔｈｅｔｏｔａｌｐｉｘｅｌｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｏｎｅｆｉｅｌｄｕｎｄｅｒｔｈｅｍｉｃｒｏ
ｓｃｏｐｅ．ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ＤＥＨＰ０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ．

２．２　ＤＥＨＰ染毒对新生大鼠肺组织 ＭＭＰ９，
ＴＩＭＰ１和ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达的影响

实时ＰＣＲ结果显示，ＭＭＰ９、ＴＩＭＰ１、ＴＧＦβ１
和 β肌动蛋白扩增产物的溶解曲线均为特异性单
峰，扩增曲线呈“Ｓ”型，表明所用引物特异性较好。
由表２可以看出，ＤＥＨＰ染毒１４ｄ，随着染毒剂量
的增加，新生大鼠肺组织ＭＭＰ９和 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ

表达增加（ｒ＝０．９７９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９９０，Ｐ＜
０．０１），ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ表达降低（ｒ＝０．９０４，Ｐ＜
０．０１）。ＤＥＨＰ染毒 ２１ｄ，随着染毒剂量的增加，
ＭＭＰ９和 ＴＧＦβ１ ｍＲＮＡ表达降低（ｒ＝０．８７８，

Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９３５，Ｐ＜０．０１），ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ表
达增加（ｒ＝０．８１９，Ｐ＜０．０１）。

Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＥＨＰｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９（ＭＭＰ９），ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ１（ＴＩＭＰ１），ａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１（ＴＧＦβ１）ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓ

ＤＥＨＰ／
ｍｇ·ｋｇ－１

ＭＭＰ９（×１０－３）

１４ ２１（ｄ）

ＴＩＭＰ１（×１０－３）

１４ ２１（ｄ）

ＴＧＦβ１（×１０
－３）

１４ ２１（ｄ）

０ ７．１±０．６ １１．８±０．８ ９．３±０．６ ８．４±１．０ １２．５±１．０ １３．９±０．８

１０ ８．８±０．６ ６．７±０．６ ８．５±１．０ １８．９±０．９ １６．７±０．９ １０．６±０．７

１００ １３．４±０．８ ５．６±０．７ ７．０±０．８ １９．９±１．０ ２１．７±１．０ ８．８±０．８

７５０ １５．８±０．９ １．８±０．６ ６．６±０．８ ２５．４±１．０ ２５．７±１．１ ８．２±０．８

ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ２－△Ｃｔ，△Ｃｔ＝ＣｔＴａｒｇｅｔｇｅｎｅ－ＣｔβＡｃｔｉｎ．ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ＤＥＨＰ０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ．

·９２２·中国药理学与毒理学杂志２０１３年４月第２７卷第２期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ２，Ａｐｒ２０１３



２．３　ＤＥＨＰ染毒对新生大鼠肺组织 ＭＭＰ９，
ＴＩＭＰ１和ＴＧＦβ１蛋白表达的影响

由图２看出，新生大鼠肺组织 ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１
和 ＴＧＦβ１蛋白免疫组化染色阳性信号均为棕黄色
颗粒，定位于胞浆。溶剂对照组肺组织 ＭＭＰ９，
ＴＩＭＰ１和 ＴＧＦβ１蛋白在上皮细胞和间质细胞均
有表达 （图 ２Ａ１，Ｂ１，Ｃ１）；ＤＥＨＰ １０，１００和
７５０ｍｇ·ｋｇ－１染毒１４ｄ，ＭＭＰ９和ＴＧＦβ１蛋白在
肺泡上皮细胞、支气管上皮细胞、血管内皮细胞和肺

泡间质细胞表达增加（图 ２Ａ２～Ａ４，Ｃ２～Ｃ４），
ＴＩＭＰ１蛋白表达减少（图２Ｂ２～Ｂ４）。图像分析结
果见表３，可见 ＤＥＨＰ染毒１４ｄ，新生大鼠肺组织
ＭＭＰ９和ＴＧＦβ１蛋白表达随着 ＤＥＨＰ染毒剂量
的增加而增加 （ｒ＝０．７７０，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９５９，

Ｐ＜０．０１），ＴＩＭＰ１蛋白表达随着ＤＥＨＰ染毒剂量
的增加而降低 （ｒ＝０．７９５，Ｐ＜０．０１）。

由图 ３看出，溶剂对照组新生大鼠肺组织
ＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１和ＴＧＦβ１蛋白在上皮细胞和间质
细胞均有表达（图３Ａ１，Ｂ１，Ｃ１），ＤＥＨＰ１０，１００和
７５０ｍｇ·ｋｇ－１染毒 ２１ｄ，随 ＤＥＨＰ染毒剂量的增
加，ＭＭＰ９和 ＴＧＦβ１蛋白在肺泡上皮细胞、支气
管上皮细胞、血管内皮细胞和肺泡间质细胞表达减

少（图３Ａ２～Ａ４，Ｃ２～Ｃ４），ＴＩＭＰ１蛋白表达增加
（图３Ｂ２～Ｂ４）。图像分析结果可见（表３），ＭＭＰ９
和ＴＧＦβ１蛋白表达随着ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而
降低（ｒ＝０．９０４，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．８１９，Ｐ＜０．０１），
ＴＩＭＰ１蛋白表达随着ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而增
加 （ｒ＝０．６１９，Ｐ＜０．０１）。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＥＨＰｇｉｖｅｎｆｏｒ１４ｄｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９（Ａ），ＴＩＭＰ１（Ｂ）ａｎｄＴＧＦβ１（Ｃ）ｉｎｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｏｆｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓ（×２００）．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．１－４：ＤＥＨＰ０，１０，１００ａｎｄ７５０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ．↑：ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎ
ｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ．

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＥＨＰｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１ａｎｄＴＧＦβ１ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓ

ＤＥＨＰ／
ｍｇ·ｋｇ－１

ＭＭＰ９（×１０－３）

１４ ２１（ｄ）

ＴＩＭＰ１（×１０－３）

１４ ２１（ｄ）

ＴＧＦβ１（×１０
－３）

１４ ２１（ｄ）

０ ０．２５±０．０３ ０．３２±０．０３ ０．３２±０．０２ ０．３０±０．０２ ０．２９±０．０２ ０．３１±０．０１

１０ ０．３０±０．０２ ０．２７±０．０２ ０．２９±０．０２ ０．３３±０．０２ ０．３１±０．０２ ０．２８±０．０４

１００ ０．３１±０．０１ ０．２５±０．０２ ０．２６±０．０２ ０．３６±０．０２ ０．３７±０．０２ ０．２６±０．０２

７５０ ０．３４±０．０２ ０．２０±０．０２ ０．２２±０．０１ ０．４３±０．０３ ０．４０±０．０１ ０．２２±０．０１

ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｚｏｎｅ．ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＤＥＨＰ０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐ．

·０３２· 中国药理学与毒理学杂志２０１３年４月第２７卷第２期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ２，Ａｐｒ２０１３



Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＥＨＰｇｉｖｅｎｆｏｒ２１ｄｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９（Ａ），ＴＩＭＰ１（Ｂ）ａｎｄＴＧＦβ１（Ｃ）ｉｎｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｏｆｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓ（×２００）．ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｒａｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ．１－４：ＤＥＨＰ０，１０，１００ａｎｄ７５０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐｓ．↑：ｉｍｍｕｎｏｓ
ｔａｉｎｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ．

３　讨论

环境污染物 ＤＥＨＰ在人类生活环境中广泛分
布，其污染成为世界范围内威胁人类健康的重大问

题。ＤＥＨＰ可通过多种途径进入人体，ＤＥＨＰ及其
代谢物对机体生殖系统、肺和呼吸系统等均有毒性

作用。目前其肺毒性的作用机制尚不清楚。肺泡发

育以肺泡壁的变薄以及次级隔的长出、呼吸膜面积

的成倍扩大为特征，此过程有赖于细胞、ＥＣＭ的相
互作用和 ＥＣＭ的重建。在肺血管的成熟中 ＥＣＭ
的重建也至关重要。ＭＭＰ９能特异性地降解 ＥＣＭ
中各型胶原、蛋白聚糖和弹性蛋白等［９］。因此，

ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１在肺发育过程中通过对ＥＣＭ的重
构而扮演重要角色［３－４］，它们不仅参与胎肺发育早

期呼吸道结构的形成和肺分枝形态的发生，而且还

参与肺泡化过程中肺泡壁的变薄和胶原蛋白的沉积

与更新，同时通过促进肺泡Ⅱ型上皮细胞的迁移以
及向肺泡Ⅰ型上皮细胞分化并覆盖新形成的肺泡间
隔，扩大呼吸膜内表面积，促进肺组织发育成熟。而

在肺泡化后期，则有益于肺泡结构和功能的维持与

稳定。ＴＧＦβ是一组功能复杂的多肽生长因子，在
肺分支的形态生成过程和上皮细胞分化进而合成表

面活性物质的成熟过程中起重要作用［８］。大量研

究表明，ＴＧＦβ１与支气管肺发育不良有着密切的

联系。过度表达的ＴＧＦβ１可以抑制肺泡Ⅱ型上皮
细胞增殖、分化而导致新生鼠肺发育障碍［１０－１１］。

据报道，母大鼠孕期暴露 ＤＥＨＰ可导致新生大鼠尿
道下裂，阴茎内 ＴＧＦβ１的表达增加，且呈剂量依赖
性。同时 ＭＭＰ９能激活 ＴＧＦβ１，ＴＧＦβ１选择性
抑制ＭＭＰ的表达，诱导ＴＩＭＰ的表达［１２］。

本研究结果表明，ｉｐ给予新生大鼠 ＤＥＨＰ染
毒，ＤＥＨＰ对新生大鼠肺形态发育具有毒性作用，且
与ＤＥＨＰ的染毒剂量呈一定的相关性。同时研究
发现，ＤＥＨＰ染毒 １４ｄ，新生大鼠肺组织 ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ和蛋白表达随ＤＥＨＰ染毒剂量增加而增加，
ＤＥＨＰ１００和７５０ｍｇ·ｋｇ－１组肺组织出现明显的病
理改变，即肺泡数目减少，肺泡体积增大，肺间质增

厚，肺泡发育受阻；该结果与本研究集体前期研究报

道一致［１３］。ＤＥＨＰ染毒 ２１ｄ，新生大鼠肺组织
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ和蛋白表达随ＤＥＨＰ染毒剂量增加
而减少，ＤＥＨＰ１００和７５０ｍｇ·ｋｇ－１组肺组织病理
改变减轻，即肺泡间质变薄，肺泡隔变薄，肺间质比

例接近溶剂对照组。导致该结果的原因之一可能是

随着新生大鼠的发育，各器官功能逐步完善，如肝解

毒作用加强；另外，随着大鼠发育其自身修复功能亦

增强；原因之二是染毒１４ｄ时新生大鼠间质性肺炎
反应较重，染毒２１ｄ时间质性肺炎反应较轻。因此
推测，ＭＭＰ９过量表达可能是 ＤＥＨＰ肺形态发育
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毒性的作用机制之一。

ＴＩＭＰ１是 ＭＭＰ９特异性抑制剂。本研究结
果表明，ＤＥＨＰ染毒１４ｄ，新生大鼠肺组织 ＴＩＭＰ１
ｍＲＮＡ和蛋白表达随着 ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而
减少；ＤＥＨＰ染毒２１ｄ，肺组织 ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ和
蛋白表达随着ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而增加；这与
ＭＭＰ９表达的变化趋势相反。由此可见，ＴＩＭＰ１
对 ＭＭＰ９的表达有调控作用，这与文献报道一
致［１４］。据报道，ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１平衡关系的破坏
势必影响肺组织正常发育，从而发生病理形态变

化［１５］。由此提示，ＭＭＰ９／ＴＩＭＰ１失衡可能是
ＤＥＨＰ肺毒性的作用机制之一。

本研究结果表明，ＤＥＨＰ染毒１４ｄ，新生大鼠
肺组织 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和蛋白表达随 ＤＥＨＰ染毒
剂量的增加而增加，ＤＥＨＰ１００和７５０ｍｇ·ｋｇ－１组
肺组织出现明显的病理改变，即肺泡数目减少，肺泡

体积增大，肺间质增厚，肺泡隔增厚。ＤＥＨＰ染毒
２１ｄ，新生大鼠肺组织 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和蛋白表达
随ＤＥＨＰ染毒剂量的增加而减少，ＤＥＨＰ１００和
７５０ｍｇ·ｋｇ－１组肺组织病理改变减轻，即肺泡间质
变薄，肺泡隔变薄。由此提示，ＤＥＨＰ的肺毒性可能
与其导致肺组织ＴＧＦβ１异常表达有关。

综上所述，ＤＥＨＰ染毒可以抑制新生大鼠肺形
态发育，其作用机制可能与其影响肺组织 ＭＭＰ９／
ＴＩＭＰ１平衡以及ＴＧＦβ１基因和蛋白表达有关。
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９（ＭＭＰ９），ｔｉｓｓｕｅｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１（ＴＩＭＰ１），ａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１（ＴＧＦβ１）ｉｎｔｈｅｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔ
ｏｆｄｉ（２ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）ｐｈｔｈａｌａｔｅ（ＤＥＨＰ）ｏｎｌｕｎｇｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．ＭＥＴＨＯＤＳ　ＴｈｅｎｅｗｂｏｒｎＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
ｒａｔｓｗｅｒｅｉｐｇｉｖｅｎＤＥＨＰ１０，１００ａｎｄ７５０ｍｇ·ｋｇ－１ｄａｉｌｙ，ｈａｌｆｆｒｏｍｔｈｅｐｏｓｔｎａｔａｌ１ｓｔｄａｙｔｏｔｈｅｐｏｓｔｎａｔａｌ
１４ｔｈｄａｙ，ａｎｄｔｈｅｏｔｈｅｒｈａｌｆｆｒｏｍｔｈｅｐｏｓｔｎａｔａｌ１ｓｔｄａｙｔｏｔｈｅｐｏｓｔｎａｔａｌ２１ｓｔｄａｙ．Ａｌｌｏｆｔｈｅｒａｔｓｗｅｒｅ
ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄｏｎｔｈｅｎｅｘｔｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔＤＥＨＰａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．ＴｈｅｆｒｅｓｈｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗａｓｔａｋｅｎｆｏｒＲＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ．ＴｈｅＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１，ａｎｄＴＧＦβ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ．ＴｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１ａｎｄＴＧＦβ１ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗａｓａｌｓｏｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．ＲＥＳＵＬＴＳ
Ｏｎｔｈｅｐｏｓｔｎａｔａｌ１４ｔｈｄａｙ，ｔｈｅａｌｖｅｏｌａｒｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄｔｈｉｃｋｅｒａｌｖｅｏｌａｒｓｅｐｔａｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｄｕｒｉｎｇ
ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＤＥＨＰ１００ａｎｄ７５０ｍｇ·ｋｇ－１ｇｒｏｕｐｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ａｎｄＴＧＦβ１ｉｎＤＥＨＰ１０，１００ａｎｄ７５０ｍｇ·ｋｇ

－１

ｇｒｏｕｐｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｄｏｓａｇｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ（ｒ＝０．９７９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９９０，Ｐ＜０．０１），ｓｏｄｉｄｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ａｎｄＴＧＦβ１ｏｆＤＥＨＰ１０，１００ａｎｄ７５０ｍｇ·ｋｇ

－１ｇｒｏｕｐｓ（ｒ＝０．７７０，Ｐ＜
０．０１；ｒ＝０．９５９，Ｐ＜０．０１）．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＭＰ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（ｒ＝０．７７０，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９５９，Ｐ＜０．０１）．Ｏｎｔｈｅｐｏｓｔｎａｔａｌ２１ｓｔｄａｙ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅ
ｉｎｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｌｕｎｇｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｔｉｓｓｕｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｏｌｖｅｎｔｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＤＥＨＰｇｒｏｕｐｓ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９ａｎｄＴＧＦβ１ｉｎＤＥＨＰ１０，１００ａｎｄ７５０ｍｇ·ｋｇ

－１ｇｒｏｕｐｓｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅ
ｉｎＤＥＨＰｄｏｓｅ（ｒ＝０．８７９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．９０４，Ｐ＜０．０１），ｌｉｋｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｒ＝０．９３５，Ｐ＜
０．０１；ｒ＝０．８１９，Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＭＰ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（ｒ＝
０．８１９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．６１９，Ｐ＜０．０１）．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　ＤＥＨＰｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅａｌｖｅｏｌｉｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｖｅｌ
ｏｐｍｅｎｔｏｆｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓｂｙｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ９，ＴＩＭＰ１ａｎｄＴＧＦβ１．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｉｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ；ｌｕｎｇ；ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９；ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅ１；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎｏｆＷｅｎｚｈｏｕＦｏｒｅｉｇｎＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｓ（Ｈ２００８００６５）；ＳｔｕｄｅｎｔｓＳｔｕｄｙｉｎｇＡｂｒｏａｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＡｃｔｉｖｉｔｙＰｒｏｊｅｃｔＰｒｅｆｅｒｒｅｄ
ＦｕｎｄｉｎｇＦｕｎｄｓｉｎＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（［２００８］１９６）；ａｎｄＰｏｐｕｌａｔｉｏｎａｎｄＦａｍｉｌｙＰｌａｎｎｉｎｇＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｊｅｃｔ
ｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ（［２０１０］７８）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＨＥＮＳｈａｎｇｑｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｃｓｑ５７２５＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ，Ｔｅｌ：１３８１９７３５７２５
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