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铬污染区地下水对大鼠肝脏功能及 Caspase-3
和 PARP 表达的影响 *

赵秀娟 1，包翠芬 2，王琳 1，柳晓琳 1

（锦州医科大学 1. 公共卫生学院，2. 基础医学实验教学中心，辽宁 锦州 121001）

摘要 ：目的  研究铬污染区地下水对大鼠肝功能、Caspase-3 和聚腺苷二磷酸 - 核糖聚合酶（PARP）表达

的影响。方法  将 10 只健康 SD 孕鼠随机分成空白组、地下水组、低铬组、中铬组及高铬组，每组 2 只。分别灌

胃蒸馏水、铬含量为 28.64 mg/L 的铬污染区地下水，以及剂量为 0.8、4.0 和 20.0 mg/kg 的重铬酸钾溶液。21 d

后小鼠断奶，按母鼠分组直接灌胃，灌胃剂量不变（0.5 ml/100 g），1 次 /d，连续灌胃 21 周。解剖子代大鼠后取

血液及肝组织，用原子吸收光谱仪（石墨炉法）检测肝组织中的铬含量及血清中 TP、ALB、GLB 的含量，以及

AST、ALT、ALP 的活力，用苏木精 - 伊红（HE）染色法制作切片，观察肝脏的病理变化，并用免疫组织化学法

检测 Caspase-3 和 PARP 的表达情况。结果  与空白组比较，地下水组与各剂量重铬酸钾染毒组肝脏中铬的含量

均升高，且随着染毒剂量的升高，子代大鼠肝脏中铬含量呈上升趋势，差异有统计学意义（P <0.05）。地下水组

与各剂量重铬酸钾染毒组血清中 TP、ALB、GLB 的含量均升高，中铬组和高铬组与空白组间的差异有统计学意

义（P <0.05）。地下水组与各剂量重铬酸钾染毒组血清中的 AST、ALT、ALP 活力均高于空白组，各剂量重铬酸

钾染毒组与空白组间的差异有统计学意义（P <0.05）。HE 染色结果显示地下水组与重铬酸钾染毒剂量组的肝细

胞表现为不同程度的嗜酸性样变，排列紊乱，细胞质间隙加大及空泡性样变。免疫组织化学结果显示，地下水组

Caspase-3 和 PARP 阳性表达率与低铬组相仿，各剂量重铬酸钾染毒组随着重铬酸钾浓度升高，肝细胞阳性率升

高。结论  六价铬长期暴露对大鼠的肝功能造成一定损伤，且使肝细胞 Caspase-3 和 PARP 表达增强。
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Effect of chromium on liver function and expression of
Caspase-3 and PARP in rats*

Xiu-juan Zhao1, Cui-fen Bao2, Lin Wang1, Xiao-lin Liu1

(1. School of Public Health, 2. Experimental Teaching Center of Basic Medical Science, 
Jinzhou Medical University, Jinzhou, Liaoning 121001, China)

Abstract:  Objective  To study the effect of groundwater in chromium contaminated area on liver function and 
expression of Caspase-3 and PARP in rats.  Methods  Groundwater in chromium-contaminated areas was used as the 
experimental group, and potassium dichromate with different concentrations was used as the positive control group. 
Ten pregnant SD rats were randomly divided into 5 groups (n = 2). The female rates after delivering were treated with 
distilled water, groundwater in a chromium-contaminated area (28.64 mg/L), and potassium dichromate solutions 
(0.8, 4, or 20 mg/kg). After weaning, offspring continuously receiving same treatment for 21 consecutive weeks on 
daily basis. Blood and liver tissue were harvested for measuring serum TP, ALB, GLB, AST, ALT, ALP content. 
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铬是一种常见的工业毒物和环境污染物，水中铬

主要以三价铬和六价铬为主 [1]。研究表明，六价铬的毒

性比三价铬毒性大 100 倍 [2]。铬通过多种途径进入身体，

在体内蓄积后可以引发多种疾病，如溃疡、黏膜炎等。

肝脏是铬的主要代谢器官之一 [3]。为探讨铬污染区地

下水对人群健康的影响，本研究分别用铬污染区地下

水及不同浓度重铬酸钾灌胃小鼠，观察其对大鼠肝功

能及肝细胞 Caspase-3 和聚腺苷二磷酸 - 核糖聚合酶

（poly-ADP-ribose polymerase, PARP）表达的影响，探讨

铬可能导致人体肝脏疾病及其损伤的机制。

1    材料与方法

1.1    材料与试剂

1.1.1    实验动物    选取健康情况相近、SPF 级、同一

批次的 SD 孕鼠 10 只，购自锦州医科大学动物实验中

心（合格证号：SCXK 辽 2014-0004）。于室温（22±1）℃

下喂养，相对湿度为 50% ～ 70%，室内昼夜分明，实

验期间小鼠可自由活动、摄食及饮水。

1.1.2    实验试剂    重铬酸钾 K2Cr2O7（分析纯，含量≥ 

99.8%，天津市华东试剂厂），铬污染区地下水（锦

州市金厂堡村张卫东家深度 18 ～ 20 m、铬浓度为

28.64 mg/L 地下水，由环境保护部华南环境科学研究

所检测），铬标准品（北京有色金属研究总院），苏木

精 - 伊红（HE）染色液（上海多烯公司），PARP 抗

体、Cleaved Caspase-3（Asp 175）（Cell Signaling 

Technology 公司）。

1.2    仪器与设备

7600-110 型全自动生化分析仪（日本 Hitxchi 公

司），AAnalyst 800 原子吸收分光光度计（美国 Perkin 

Elmer 公司），ST-60 型全自动消解仪（北京普立泰科

仪器有限公司），DK-8A 型电热恒温水槽（上海精宏

实验设备有限公司），DHG-9240A 型电热恒温鼓风干

燥箱（上海一恒科学仪器有限公司），BX41 型荧光显

微镜（日本 Olympus 公司），TGL20M 型高速冷冻离心

机（湖南凯达科学仪器有限公司）。

1.3    研究方法

1.3.1      慢性染毒试验    将 10 只 SD 孕鼠随机分成空

白组、地下水组、低铬组、中铬组及高铬组，每组 2 只。

分别灌胃蒸馏水、铬含量为 28.64 mg/L 的铬污染区地

下水，以及剂量为 0.8、4.0 和 20.0 mg/kg 的重铬酸钾

溶液。母鼠共产仔 76 只（5 组小鼠只数分别为 15、

17、14、17 和 13 只），第 21 天小鼠断奶，直接灌胃，

灌胃剂量不变（0.5 ml/100 g），1 次 /d，灌胃期间小鼠

自由进食饮水，连续灌胃 21 周。最后 1 次灌胃后，禁

食 24 h 但不禁水。处死全部子代大鼠，采集肝脏组织

及血液备用。

1.3.2    肝脏铬含量的检测    将肝组织从 -80℃冰箱中

取出，用微量天平精确称量肝脏（0.40±0.03）g 于消

解管中。在电脑软件中设置消解管位置，再依次将消

解管对应放入消解仪中，按照设定条件进行全自动消

解，同时做试剂空白，最后用去离子水定容至 50 ml。

将原子吸收仪设定为石墨炉法，调定肝脏铬含量的检

测方法后，先绘制铬标准溶液的标准曲线，再将所有

样品按照检测方法中设定的位置依次对应放入石墨炉

中，检测肝脏铬的含量。

1.3.3      肝功能检测    染毒结束后，称量每只子代大

鼠体重，2% 戊巴比妥钠（0.1 ml/100 g）腹腔注射。待

其充分麻醉后，抽取腹主动脉血，分装在含有抗凝剂

及非抗凝剂的采血管中。采血后，将含有抗凝剂的血

样置于 -80℃冰箱中保存备用。将非抗凝剂采血管

中的血样静置 30 min 后放入离心机中，3 500 r/min， 

The content of chromium in liver tissue was measured by atomic absorption spectrophotometer (graphite furnace 
method). HE staining was made for identification of pathological changes of liver. Expression of Caspase-3 and 
PARP were detected by immunohistochemical staining.  Results  Compared with the blank group, the content 
of chromium in the liver increased in dose dependent manner (P < 0.05). The contents of TP, ALB, GLB, AST, 
ALT and ALP in groundwater group and potassium dichromate group were increased when compared with those 
in blank group (P < 0.05). HE staining showed that the hepatocytes of the groundwater group and the potassium 
dichromate exposure group showed different degrees of eosinophilic changes, disordered arrangement, increased 
cytoplasmic space and vacuolization. Immunohistochemistry showed that the positive expression rate of Caspase-3 
and PARP were increased in the groundwater group and chromium group in dose dependent manner when 
compared with blank group.  Conclusions  Long-term exposure to chromium causes hepatic damage, and increases 
the expression of Caspase-3 and PARP in liver tissue.

Keywords:  hepatic insufficiency; rats; Caspase-3; PARP; chromium
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4 ℃ 离 心 10 min 后 取 出 血 清。 用 全 自 动 生 化 分 析

仪 检 测 血 清 总 蛋 白（total protein, TP）、 白 蛋 白

（Albumin, ALB）、 球 蛋 白（Globulin, GLB）、 谷 草 转

氨 酶（aspartate aminotransferase, AST）、 谷 丙 转 氨 酶

（alanine aminotransferase, ALT）、碱性磷酸酶（alkaline 

phosphatase, ALP）的含量。

1.3.4    肝脏 HE 染色    解剖所有子代大鼠，取其肝脏

组织，将一部分肝脏立即放入 -80℃冰箱冷冻保存，另

一部分放入配置好的 10% 甲醛溶液中固定。取出固

定后的部分肝脏，经自来水冲洗（2 h）、梯度浓度乙

醇（由低到高）脱水、二甲苯透明、浸蜡（3 次，每

次 40 min）、石蜡包埋等步骤后，制作肝脏切片（厚度

5 mm）。将制作好的肝脏切片经二甲苯、梯度浓度乙

醇（由高到低）脱蜡复水后 HE 染色，中性树胶封片

并在光学显微镜下观察。

1.3.5      免疫组织化学法检测肝脏 Caspase-3 及 PARP

的表达    制作肝脏石蜡切片，经二甲苯透明，梯度浓

度乙醇（由高到低）脱蜡复水后，再经 3% H2O2 温室

孵育 15 min，应用高压抗原修复法，滴加 5 % BSA 封

闭血清温室孵育 30 min，滴加一抗后放入 4℃温室孵

育 20 h。次日滴加二抗，37℃孵育 30 min 后滴加 DAB

显色，待镜下观察反应充分后放入双蒸水中终止反应。

最后 HE 复染，梯度浓度乙醇脱水，二甲苯透明，中性

树胶封片观察 Caspase-3 及 PARP 的表达。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 统计软件。计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素

方差分析，均进行正态性检验及方差齐性检验，两两

比较采用 LSD-t 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    子代大鼠肝脏铬含量的比较

地下水和重铬酸钾染毒子代大鼠肝脏铬含量的

变化显示，与空白组比较，地下水组与各剂量重铬酸

钾染毒组肝脏中铬的含量均升高，且随着染毒剂量的

升高，子代大鼠肝脏中铬含量呈上升趋势，差异有统

计学意义（P  <0.05）。地下水组肝脏铬含量与低铬组

比较，差异无统计学意义（P >0.05）。见表 1。

2.2    子代大鼠肝功能化验结果的比较

地下水和重铬酸钾染毒子代大鼠血清 TP、ALB、

GLB 含量和 AST、ALT、ALP 活力的变化显示，与空

白组比较，地下水组与各剂量重铬酸钾染毒组血清

TP、ALB、GLB 的含量均升高，中铬组和高铬组各血

清指标与空白组比较，差异有统计学意义（P <0.05）。

地下水组与各剂量重铬酸钾染毒组血清 AST、ALT、

ALP 活力均高于空白组，各剂量重铬酸钾染毒组与空

白组比较，差异有统计学意义（P <0.05）。见表 2。

表 1    子代大鼠肝脏铬含量的比较   （μg/L，x±s）

组别 n 铬含量

空白组 15 13.20±0.71

地下水组 17 14.85±2.251）

低铬组 14 15.72±1.061）

中铬组 17 19.77±1.401）2）3）

高铬组 13 53.30±3.471）2）3）4）

F 值 979.310

P 值 0.001

注：1）与空白组比较，P  <0.05；2）与地下水组比较，P  < 

0.05；3）与低铬组比较，P <0.05；4）与中铬组比较，P <0.05

表 2    子代大鼠肝功能化验结果的比较    （x±s）

组别 n TP/（g/L） ALB/（g/L） GLB/（g/L） AST/（u/L） ALT/（u/L） ALP（u/L）

空白组 15 51.99±3.57 27±1.25 24.27±1.16 61.53±6.09 25.47±2.30 49.73±7.45

地下水组 17 52.67±6.60 29.24±3.07 25.76±2.97 70.59±7.96 29.24±4.41 63.59±1.53

低铬组 14 53.71±6.19 29.50±4.43 26.36±3.75 72.36±3.931）2） 30.93±3.241）2） 65.64±7.241）2）

中铬组 17 60.33±5.071）2）3） 34.59±2.031）2）3） 30.71±2.841）2）3） 91.24±12.351）2）3） 39.24±8.491）2）3） 75.65±12.771）2）3）

高铬组 13 70.31±4.591）2）3）4） 36.92±4.521）2）3）4） 34.69±2.171）2）3）4） 125.15±25.841）2）3）4） 58.77±18.661）2）3）4） 97.54±13.071）2）3）4）

F 值 28.919 32.439 34.699 42.732 29.475 37.719

P 值 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

注：1）与空白组比较，P <0.05；2）与地下水组比较，P <0.05；3）与低铬组比较，P <0.05；4）与中铬组比较，P <0.05
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3    讨论

肝脏是铬的主要代谢器官之一，摄入过多的铬可

以导致肝脏受损，甚至会致癌 [4]。研究发现，长期居

住在铬污染区的居民恶性肿瘤发病率明显高于其他地

区 [5]。血清学指标的检测对检查肝脏疾病具有十分重

要的作用。TP 可分为 ALB 和 GLB 两类，在机体中具

有维持血液正常胶体渗透压和 pH 值、运输多种代谢

物、免疫作用等多种功能。GLB 升高，可引起慢性炎症、

感染及免疫系统等疾病。本实验结果显示，地下水组

与铬染毒组 TP、ALB、GLB 的含量均高于空白组 ；随

着染毒剂量的升高，大鼠血清 TP、ALB、GLB 的活力

呈上升趋势。这说明六价铬能够造成血清蛋白含量发

生变化，且铬剂量越高效果越明显。

反映肝细胞损伤的重要标志物包括 ALT、AST[3] 和

ALP。ALT 主要存在于肝脏、心脏组织细胞中，AST 主

要分布在心肌、肝脏、骨骼肌和肾脏等组织中。ALP

2.3    子代大鼠肝脏 HE 染色结果

荧光显微镜下观察可见空白组肝细胞排列整齐，

呈条索状，细胞质圆润饱满。地下水组肝细胞出现嗜

酸性样改变且排列不规则。随着重铬酸钾染毒浓度增

加肝细胞表现为不同程度的嗜酸性样变，排列紊乱，

细胞质间隙加大，甚至呈现空泡性样变。少数高铬组

出现肝窦扩张，淤血及少量渗出性出血，偶见坏死灶。

见图 1。

2.4    肝脏组织 Caspase-3 及 PARP 表达

荧光显微镜下可观察空白组肝细胞排列规则，

Caspase-3 及 PARP 阳性细胞少见。地下水组可见肝

细胞胞质充盈度增加，可见少许阳性细胞。随着重铬

酸钾染毒浓度增加，肝细胞排列逐渐稀疏紊乱，阳性

细胞逐渐增多。见图 2、3。

箭头示阳性细胞逐渐增多

图 3    子代大鼠肝脏组织 PARP 表达    （免疫组织化学 ×400）

长箭头示肝细胞胞质呈嗜酸性改变；短箭头示肝细胞胞质呈空泡性改变

图 1    子代大鼠肝脏组织病理改变    （HE×400）

	                 空白组		  地下水组		        低铬组		            中铬组	               高铬组

箭头示阳性细胞逐渐增多

图 2    子代大鼠肝脏组织 Caspase-3 表达    （免疫组织化学 ×400）

	                 空白组		  地下水组		        低铬组		            中铬组	               高铬组

	                 空白组		  地下水组		        低铬组		             中铬组	                高铬组
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（张西倩  编辑）

是广泛分布于肝脏、骨骼、肠、肾等组织中，通常辅

助 ALT 鉴别肝胆疾病。正常情况下，血液中的 ALT 和

AST 含量较低，但当相应组织细胞受损时，细胞膜通透

性增加，会使胞浆内的 ALT 和 AST 释放入血，从而导

致血清浓度升高。刘学慧等 [6] 发现灌溉污水可对大鼠

肝细胞造成损伤。本实验结果显示，与空白组比较，地

下水组与铬染毒组 AST、ALT 和 ALP 的活性均增高 ；

但地下水组与低铬组比较，差异无统计学意义 ；随着

染毒剂量升高，大鼠血清 AST、ALT 和 ALP 活性呈上

升趋势。该结果与陈佳等 [7] 研究结果相符，这说明六

价铬染毒能够造成大鼠肝功能损伤，铬在肝脏内蓄积

后可以干扰或破坏肝细胞生长，且铬剂量越高肝功能

损伤越严重。

与空白组比较，地下水组与重铬酸钾染毒组肝脏

中铬的含量均有增长，且随着铬浓度增加，除地下水

组与低铬组外，各组间差异有统计学意义，这说明铬

在肝脏内有蓄积作用。

HE 染色结果显示，随着重铬酸钾染毒浓度增加，

肝细胞表现为不同程度的嗜酸性样变，肝索排列逐渐

紊乱 ；部分肝细胞质间隙加大，核浓缩且偏移 ；部分

肝细胞出现空泡性样变 ；少数出现脂肪性样变。陈佳

等 [7] 发现用高剂量 1/2 LD 50（85.5 mg/kg）重铬酸钾

溶液灌胃小鼠 35 d 后，肝细胞之间有炎症细胞浸润，

部分肝细胞组织出现大片细胞液化坏死，甚至出现细

胞核碎裂、溶解。本实验未发现该结果很可能是由于

重铬酸钾染毒剂量差异导致。由此说明铬不仅可以在

短期内对肝脏产生中毒效应，也可以产生蓄积作用，

干扰肝细胞正常代谢，导致细胞器功能受损，且蓄积

时间越长，铬剂量越高，肝功能损伤越明显。

Caspase-3 是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切

酶，PARP 酶是细胞凋亡核心成员半胱天冬酶（Caspase）

的切割底物，PARP 失去酶活力会加速细胞的不稳定，

它们在 DNA 损伤修复与细胞凋亡中发挥重要作用。有

学者在体外实验中证实 Cr（Ⅵ）可诱导肝细胞凋亡 [8]。

本实验免疫组织化学结果显示，随着重铬酸钾染毒浓

度增加，肝细胞排列逐渐稀疏紊乱，阳性细胞逐渐增多。

由此说明铬在肝脏内蓄积后能够使 Caspase-3 活性增

强，PARP 失去活性，从而导致肝细胞凋亡。

综上所述，六价铬长期暴露对大鼠的肝功能造成

一定损伤并且对血清生化指标产生影响。但是具体通

过哪种通路发挥作用尚未可知，有待更深入研究。由

于铬污染区地下水组与低铬组各项指标结果相仿，因

此推断，长期饮用铬污染区地下水可能对肝脏造成一

定损伤。众多调查显示，铬污染区居民慢性病及肿瘤

发病率明显高于其他地区，建议当地政府采取有效措

施，防止铬污染的发生。
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