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氟化钠诱导氧化应激促进大鼠子宫组织炎症反应及其作用机制
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　　［摘要］　目的　通过对氟化钠染毒大鼠的炎症反应相关因子及关键信号通路分子的检测，探讨其
对大鼠子宫组织细胞氧化损伤的作用机制。方法　将３０只雌性ＳＤ成年大鼠分为３组（１０只／组），分
别给予蒸馏水（对照组）、１００ｍｇ／Ｌ氟化钠溶液（１００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组）、２００ｍｇ／Ｌ氟化钠溶液
（２００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组）饮用，持续染毒１８０ｄ，建立氟化钠染毒动物模型。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组
织化学法检测子宫组织炎症相关因子 Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β表达；采用 ＥＬＩＳＡ对氧化应激相关
分子ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ进行检测；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 Ｐ３８、ＥＲＫ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ活性物质的表
达。结果　２个氟化钠处理组大鼠子宫组织炎症相关因子 Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β表达量明显高
于对照组（Ｐ＜０．０５）；２个氟化钠处理组ＲＯＳ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ明显高于对照组，而 ＭＤＡ明显低于对照
组（Ｐ＜００５）；与对照组相比，２个氟化钠处理组Ｐ３８、ＪＮＫ蛋白磷酸化效率增加（Ｐ＜００５），而且ＥＲＫ、
ＰＩ３Ｋ总蛋白及磷酸化蛋白表达水平均有增加。结论　氟化钠可诱导大鼠子宫组织的氧化应激，促进炎
症反应发生，ＭＡＰＫ（ＥＲＫ、ＪＮＫ、Ｐ３８）和ＰＩ３Ｋ信号通路可能参与其中。
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　　氟（Ｆ）是人体必需的微量元素之一，与钙磷代谢
有密切关系。但人体中氟元素的安全范围较窄，过量

摄入将会对人体多个器官和组织造成损害。国内外研

究发现，氟中毒对消化、呼吸、泌尿生殖系统均有不同

程度的损害［１］。近年来，已有研究证实过量的氟化钠

会损伤生殖系统，造成哺乳动物睾丸结构破坏、精子受

精能力丧失等［２］，高浓度的氟化物还会导致雌性动物

激素分泌紊乱和子代发育异常［３］。课题组前期研究

也发现，氟化钠暴露可导致大鼠妊娠率显著降低，血清

中类固醇激素明显减少，提示生殖轴功能紊乱可能参

与氟化钠的致毒作用［４］；进一步研究发现，氟化钠通

过引起雌鼠卵巢组织氧化应激，进而导致卵巢颗粒细

胞凋亡、卵泡发育异常、卵巢萎缩［５］。同时发现氟化

钠暴露可导致子宫组织细胞排列紊乱［９］，初步证实了

氟化钠暴露对子宫组织形态方面的影响，但是，具体损

伤的分子机制尚不明确。本研究从氧化应激、炎症反

应方面对氟化钠暴露所致的子宫损伤进行了研究，并

进一步探讨其可能的发生机制，旨在为全面理解氟化

钠暴露对雌性生殖系统的影响打下基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　酶标仪为美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品，低温高速离心机
为Ｓｉｇｍａ公司产品，ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋荧光化学发光凝胶
成像系统，氟离子浓度计、甘汞电极、磁力搅拌器为上

海越磁电子科技有限公司产品，氟离子选择电极为上

海禹昂自动化科技有限公司产品，显微镜照相系统为

日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。
　　氟化钠购自天津光复精细化工研究所，环氧化酶２
（Ｃｏｘ２）、细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）、肿瘤坏死因
子α（ＴＮＦα）、白介素１β（ＩＬ１β）抗体购自 Ａｂｃａｍ公
司，Ｐ３８、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ抗体购自 Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公司，ＥＲＫ抗体
购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，βａｃｔｉｎ抗体购自北京博奥森生
物技术有限公司。超敏 ＥＣＬ化学发光试剂盒购自
Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公司，组化试剂盒购自武汉博士德公司，ＤＡＢ

显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术公司，活性氧

（ＲＯＳ）、丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧
化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购
自上海研辉生物科技有限公司。

１．２　建立ＳＤ大鼠氟化钠暴露模型
　　将３０只年龄、体质量无统计学差异的雌性 ＳＤ成
年大鼠（８～１０周龄，体质量１６０～２５０ｇ，购自重庆医
科大学实验动物中心）分为３组（１０只／组），分别给予
蒸馏水（对照组）、１００ｍｇ／Ｌ氟化钠溶液（１００ｍｇ／Ｌ氟
化钠处理组）、２００ｍｇ／Ｌ氟化钠溶液（２００ｍｇ／Ｌ氟化
钠处理组）饮用，持续染毒１８０ｄ。
１．３　血清及子宫组织氟离子浓度检测（氟离子选择

电极法）

　　采集大鼠静脉血，自然凝固后取上清待检；将各组
大鼠子宫组织置匀浆器充分碾磨后，倒入离心管中，加

入１０倍体积的生理盐水，３０００ｒ／ｍｉｎ离心后取上清
待检。

　　分别配制１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７ｍｏｌ／Ｌ
氟离子溶液，取１０ｍＬ样品溶液和１０ｍＬ总离子强度
调节缓冲液加入到一个定容试管中，用超纯水定容至

１００ｍＬ。连接仪器电源预热３０ｍｉｎ后，氟电极接仪器
负极、汞电极接仪器正极，两级插入超纯水后，开动搅拌

器，使电位＜－３２０ｍＶ。将１０－７ｍｏｌ／Ｌ氟离子溶液倒入
烧杯，放入磁性搅拌棒，插入干净电极，搅拌，读取并记

录数值。根据所测结果做出标准曲线，然后测出待测

溶液中氟离子浓度所对应的电位，从而换算出氟离子

浓度值。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β
和Ｐ３８、ＥＲＫ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ蛋白表达

　　染毒完成后，收集新鲜的大鼠子宫组织，加入预冷
的组织裂解液及ＰＭＳＦ，冰上碾磨片，静置３０ｍｉｎ，裂解
产物４℃ １２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，上清液用ＢＣＡ法测
定蛋白浓度。用ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离后将蛋白转
至ＰＶＤＦ膜上，将膜用ＰＢＳＴ配制的５％脱脂奶粉溶液
室温封闭１ｈ后，分别用Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β、
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Ｐ３８、ｐＰ３８、ＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ一抗
４℃ 孵育过夜，ＰＢＳＴ清洗５次，每次５ｍｉｎ，再与辣根
过氧化物酶标记的二抗３７℃反应，用 ＰＢＳＴ充分洗涤
后，用 ＥＣＬ化学发光液于凝胶成像系统成像，用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析条带灰度值，并用目的蛋白／内参灰
度值表示蛋白相对表达量。

１．５　免疫组织化学法检测Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１蛋白表达及
分布

　　染毒完成后的大鼠脱臼处死后，取出子宫组织放
于４％多聚甲醛固定 ６ｈ，然后分别在 ７０％、８０％、
９５％、１００％酒精梯度脱水、透明、浸蜡、包埋。将蜡块
置于切片机切出５μｍ厚的石蜡切片。将切片脱蜡、
水化后，置于枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ＝６．０）中，于微波炉
高火沸腾，转中低火解冻 １５ｍｉｎ，室温冷却。滴加
Ｈ２Ｏ２于组织上，室温孵育１５ｍｉｎ消除内源性过氧化
物酶后，ＰＢＳ清洗。加入山羊血清封闭液３７℃封闭
３ｍｉｎ后，倾去血清，分别滴加 Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１一抗，
４℃ 过夜后，充分清洗，滴加生物素标记的二抗，
３７℃ 孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ，滴加辣根
过氧化物标记的链霉素亲和素，３７℃孵育３０ｍｉｎ，充
分清洗后用ＤＡＢ显色，观察到适度深浅的棕黄色后终
止反应并用苏木精复染，常规脱水、透明后用中性树胶

封片，于显微镜照相系统采集图像。

１．６　ＥＬＩＳＡ检测ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ水平
　　为探索氧化应激是否参与了氟化钠所导致的大鼠
子宫组织炎症反应，我们对氧化损伤指标 ＲＯＳ、ＭＤＡ
和抗氧化损伤指标ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ进行了检测。大鼠
子宫组织处理方法同１．３所述，上清液送上海研辉生
物科技有限公司用ＥＬＩＳＡ检测ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＣＡＴ、
ＧＳＨ水平。
１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分析，行单
因素方差分析，统计图利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件
绘制。

２　结果

２．１　模型验证
　　动物血清及子宫组织中的氟离子浓度测定结果显
示，氟化钠处理组氟离子浓度明显高于对照组（Ｐ＜
００５，图１），表明模型建立成功。
２．２　氟化钠处理导致大鼠子宫组织发生炎症反应
　　１００ｍｇ／Ｌ、２００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组大鼠子宫组织
炎症相关因子 Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β表达水平
均明显高于对照组（Ｐ＜０．０５，图２）。进一步用免疫组

化检测Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１的表达及分布，结果发现氟化钠
处理组Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１广泛表达于子宫基质中，而对照
组未见明显阳性表达（图３）。
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１：对照组；２：１００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组；３：２００ｍｇ／Ｌ氟化钠
处理组

图１　离子选择电极法测定血清（Ａ）和子宫（Ｂ）中的
氟离子浓度
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１：对照组；２：１００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组；３：２００ｍｇ／Ｌ氟化钠
处理组

Ａ、Ｂ：Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果；Ｃ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测大鼠子宫组织炎症相关因子Ｃｏｘ２、

ＩＣＡＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β的表达
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２．３　氟化钠处理引起大鼠子宫组织氧化抗氧化系统
失衡

　　与对照组相比，氟化钠处理导致大鼠子宫组织
ＲＯＳ及抗氧化酶类ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ明显增高（图４Ａ～
Ｄ，Ｐ＜０．０５）。进一步对脂质过氧化物ＭＤＡ的水平进

行了检测，与对照组相比，１００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组与
２００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组 ＭＤＡ水平都明显降低（Ｐ＜
００５，图４Ｅ）。结果证实，氟化钠处理导致大鼠子宫组织
产生大量过氧化物，同时，也激发机体产生大量的抗氧化

物质，打破了机体氧化系统与抗氧化系统之间的平衡。
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图３　免疫组化检测Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１在子宫组织的表达及分布　（ＳＰ）
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Ａ：ＲＯＳ；Ｂ：ＳＯＤ；Ｃ：ＣＡＴ；Ｄ：ＧＳＨ；Ｅ：ＭＤＡ　１：对照组；２：１００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组；３：２００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组

图４　ＥＬＩＳＡ检测各组子宫组织氧化应激指标变化
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２．４　氟化钠处理导致大鼠子宫组织 ＭＡＰＫ（ＥＲＫ、
ＪＮＫ、Ｐ３８）和ＰＩ３Ｋ信号通路相关蛋白表达增高

　　氟化钠处理组 Ｐ３８、ＪＮＫ的磷酸化效率较对照组
明显增高（Ｐ＜０．０５），虽然 ＥＲＫ和 ＰＩ３Ｋ的磷酸化效
率和对照组比较无明显差异（Ｐ＞０．０５），但两者的总蛋
白量和磷酸化蛋白水平在氟化钠处理组均升高（图５）。
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１：对照组；２：１００ｍｇ／Ｌ氟化钠处理组；３：２００ｍｇ／Ｌ氟化钠

处理组

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜

００５，与对照组比较

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测氟化钠处理对ＭＡＰＫ（ＥＲＫ、

ＪＮＫ、Ｐ３８）和ＰＩ３Ｋ信号通路的影响

３　讨论

　　随着氟化物在生活和医疗工作中的运用增多，关
于氟中毒与人类身体健康之间的关系研究也越来越

多。在生殖系统方面，流行病学调查提示随着氟化物

含量增高，男性生育力降低［６］。动物实验也表明，长

期接触高剂量氟化钠会导致异常精子增多、精子丧失

受精能力等［７］。近年来，关于氟中毒对生殖系统的影

响有了进一步的进展。ＤｉｍｃｅｖｉｃｉＰｏｅｓｉｎａ等［８］研究发

现，氟化钠对附睾上皮细胞及精细胞均有直接损害作

用。Ｗａｎｇ等［９］则发现氟化钠对精子的损害作用是通

过氧化应激以及 ｃＦｏｓ的过表达来实现的。另一方
面，研究者也对氟中毒的挽救方法进行了探索。

Ｋｕｍａｒ等［１０－１１］发现维生素 Ｄ、Ｅ能在一定程度上减轻
氟中毒对雄性生殖系统的危害。研究显示雌性生殖系

统对氟化钠处理更为敏感，当母体暴露于足够高浓度

的氟化钠时，雌激素、孕激素、黄体生成素的分泌均会

下降，最终可导致妊娠率下降及子代发育异常［１２］。后

加祥等［１３］也得到了相似的结论。但是，目前关于氟中

毒对生殖系统影响的分子机制研究尚不深入，且氟对

女性生殖毒性的研究较少，特别是氟中毒对子宫内膜

损伤的具体机制［１４］。

　　本课题组前期研究证实，氟化钠处理可导致雌性
大鼠卵巢和子宫的结构损伤，从而影响生育能力［１５］。

进一步的机制研究表明，氟化钠对 ＳＤ大鼠卵巢的损
伤是通过激活ＥＲＫ、ＪＮＫ信号通路诱导氧化应激造成
大鼠卵巢细胞凋亡实现的［５］。本研究通过对雌性 ＳＤ
大鼠子宫组织的进一步研究，发现在氟化钠处理组子

宫组织的Ｃｏｘ２、ＩＣＡＭ１、ＴＮＦα、ＩＬ１β蛋白表达比对
照组高，证实氟化钠会导致子宫组织发生炎症反应。

由于氧化应激是诱导炎症发生的重要机制之一［１６］，并

且课题组已在前期实验中证明了氟化钠可诱导氧化应

激［５］，故本研究对氧化应激的情况进行了检测，结果

显示，氟化钠亦能导致大鼠子宫组织产生较多的

ＲＯＳ，同时该过程也激发了机体产生大量抗氧化物如
ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ，最终导致了氧化系统及抗氧化系统的
不平衡。但是，氧化损伤可导致脂质及过氧化，从而使

组织中ＭＤＡ水平增高。本实验结果显示，与对照组
相比，氟化钠处理组子宫内膜 ＭＤＡ含量没有增加反
而下降，可能是由于机体内氧化抗氧化系统处于一个
动态变化的过程。有研究发现，使用溴联苯醚

（ＢＤＥ３）处理翡翠贻贝之后，组织中的 ＳＯＤ活性受到
诱导，而 ＭＤＡ的水平却可以呈现出诱导后抑制或者
抑制诱导的反复变化［１７］。本实验仅对氟化钠染毒后

一个特定的时间点的子宫组织进行了 ＭＤＡ含量测
定，其水平的降低可能是由于抗氧化物一过性激活所

致。因此，在大鼠子宫组织中，氟化钠诱导的氧化应激

是炎症反应发生的重要原因。通常 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和
ＭＡＰＫ信号通路是参与氧化应激的重要信号通路［１８］。

本课题组对 ＰＩ３Ｋ和 ＭＡＰＫ家族成员 ＥＲＫ、ＪＮＫ、Ｐ３８
的检测结果显示 Ｐ３８、ＪＮＫ的磷酸化效率在氟化钠处
理组明显增高，ＥＲＫ和 ＰＩ３Ｋ的表达及磷酸化水平也
升高，提示 ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ信号通路在氟化钠诱导的子
宫组织发生氧化应激性炎症反应中可能发挥了重要作

用。本研究发现了氟化钠通过氧化应激激活炎症反应

损害大鼠子宫内膜组织，并进一步进行了分子机制的

探讨，加深了我们对于氟的生殖毒性的理解。

　　本实验仅限于动物研究，由于动物和人体的调节
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机制差别较大，关于氟化钠的生殖毒性研究还需要更

充分的人群调查资料以及更细致的人类细胞和分子水

平的研究。在今后的实验中，除了单方面探讨氟化钠

的毒理学效应以及调控机制以外，还需要研究相应的

补救措施，才能更好地应用研究结果，提高氟中毒地区

的生育率。
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