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　　［摘要］　目的　研究急性镉暴露致大鼠肝损伤及其可能机制。方法　１６只 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠
（２５０～３００ｇ）分为对照组和实验组（ｎ＝８）。实验组采用一次性腹腔注射氯化镉溶液，剂量为１．２５ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ，
对照组注射等量的生理盐水。２４ｈ后处死，采集大鼠血清并摘取肝脏。ＨＥ染色观察肝脏组织病理变
化。生化分析仪检测血清中丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）含量。基因数据库寻找到相
同实验条件下肝组织芯片ＧＳＥ６５１９８，在线软件ＧＥＯ２Ｒ获得差异表达基因（ＤＥＧｓ），差异基因行 ＧＯ功
能注释和ＫＥＧＧ富集分析，蛋白蛋白相互作用（ＰＰＩ）及 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ软件构建交互网络，寻找并验证核
心基因。结果　相比于对照组，镉暴露组大鼠肝脏并没有炎症细胞浸润、肝细胞气球样变、坏死等明显
的病理学变化，但是其血清中ＡＬＴ和ＡＳＴ的表达显著增高（Ｐ＜０．０１）。ＧＯ及ＫＥＧＧ分析显示ＤＥＧｓ首
要参与了细胞周期阻滞。Ｃｄｃ２０、Ｃｃｎｂ１、Ｃｄｋ１、Ｔｏｐ２ａ、Ｕｂｅ２ｃ是 ＤＥＧｓ的 ＰＰＩ网络中的核心基因。相比
于对照组，５个核心基因的 ｍＲＮＡ水平在镉暴露的肝脏中显著降低（Ｐ＜０．０１），但是参与细胞周期的
３个ｈｕｂ基因Ｃｄｃ２０、Ｃｃｎｂ１、Ｃｄｋ１中仅Ｃｄｋ１的蛋白表达水平在镉暴露组中显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　急
性镉暴露显著抑制肝细胞的细胞周期从而诱导大鼠肝脏损伤，Ｃｄｋ１等核心基因可能是镉抑制细胞周期
的重要靶点。
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　　镉被广泛应用于采矿、冶炼、电镀、合金制造以及
油漆颜料生产等多个工业领域［１］。随着工农业生产

的发展，环境中的镉含量也逐年上升。目前，我国镉污

染土壤面积已达 ２×１０５ｋｍ２，占总耕地面积的 １／６，涉
及１１个省市的 ２５个地区［２］。同时，“湖南镉大米事

件”“河南镉小麦事件”等重大公共卫生事件的报道进

一步显示了镉污染的严峻现实及其对人民健康的巨大

威胁。因此，镉的毒理机制研究已经成为我国预防医

学领域研究的前沿与热点问题。

　　镉是对人的多种器官具有危害的一种重金属，肝
脏是镉毒理作用的主要靶器官之一。现实生活中，人

群镉暴露所导致的肝功能异常主要以急性暴露为

主［３］。在镉的急性中毒事件中，患者会出现倦怠、恶

心等症状和天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、丙氨酸转氨酶
（ＡＬＴ）等酶谱异常［４］。我们前期的实验结果显示

２ｍｇ／ｋｇ镉暴露两周会激活 Ｄｒｐ１蛋白依赖的线粒体
的分裂增多，线粒体功能障碍，ＡＴＰ产生减少，从而导
致ＳＤ大鼠肝脏出现明显的中性粒细胞等炎性细胞浸
润、肝细胞气球样变，灶性坏死［５］。然而，镉肝细胞毒

性机制较为复杂，其肝毒理作用的分子机制目前仍缺

乏深入、系统的研究。因此，寻找镉急性肝脏毒性的关

键基因对于确立治疗新靶点和相关药物研发至关重要。

　　近年来，基因芯片的运用已成为研究毒理学研究高
效且必要的方法。随着数据共享时代的来临，各种数据

库中拥有丰富的基因检测和分析结果，但缺少有效、精

确的数据挖掘，尤其缺少相关的验证工作的开展。本研

究采用生物信息技术，分析基因公共表达数据库中关于

镉肝毒性的芯片数据，筛选差异表达基因及其可能的功

能和信号通路，明确核心基因并结合实验室研究，以期

揭示镉肝脏毒理作用的细胞靶点和分子机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂
　　ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠，体质量２５０～３００ｇ，７～８周
龄，由陆军军医大学实验动物中心提供，生产许可证号

ＳＣＸＫ（渝）２０１７０００２，使用许可证号 ＳＹＸＫ（渝）
２０１７０００２。所有动物实验的开展均获得陆军军医大学
实验动物伦理审查委员会批准（动物伦理证明批准

号：ＡＭＵＷＥＣ２０２０００５９）。氯化镉购置于西格玛奥德
里奇公司，纯度＞９９．９９％，货号：２０２９０８。建立镉暴露
大鼠模型前，以生理盐水配制氯化镉溶液。

１．２　大鼠一次性氯化镉急性暴露实验
　　ＳＰＦ级雄性大鼠１６只，体质量２５０～３００ｇ，适应性
饲养３天，分成２组（ｎ＝８）：生理盐水对照组及氯化镉
暴露组。氯化镉染毒剂量为１．２５ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ，染毒方
式为一次性腹腔注射，２４ｈ后取材进行后续实验。
１．３　血清生化指标检测
　　２５％乌拉坦麻醉大鼠，心脏取血，１０００×ｇ离心
１０ｍｉｎ，制备血清，－８０℃冻存。干冰运输方式送武汉
赛维尔生物科技有限公司以全自动生化分析仪检测血

清中谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、谷草转氨酶（ＡＳＴ）含量。
１．４　肝组织病理形态学观察
　　２５％乌拉坦麻醉大鼠，取肝组织 ０．５ｃｍ×１ｃｍ×
１．５ｃｍ大小，４％多聚甲醛固定，送武汉赛维尔生物科
技有限公司进行肝组织常规病理切片，ＨＥ染色，应用
ＰａｎｎｏｒａｍｉｃＭＩＤＩ病理切片扫描仪进行记录。
１．５　芯片数据获取及ＤＥＧｓ分析
　　芯片数据ＧＳＥ６５１９８的基因表达谱来源于美国国
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立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）的公共数据库（ｇｅｎｅｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）。该芯片检测大鼠急性 Ｃｄ
暴露后，肝组织基因表达改变，其中以 １．２５ｍｇ／ｋｇ·
ｂｗ的Ｃｄ一次性染毒，２４ｈ取材的实验条件与我们一
致。本研究应用 ＧＥＯ数据库在线分析工具 ＧＥＯ２Ｒ，
提取此条件下Ｃｄ处理组与对照组数据进行差异表达
基因（ＤＥＧｓ）分析。
１．６　ＧＯ及ＫＥＧＧ分析
　　对筛选出的差异表达基因进行基因本体论（ｇｅｎｅｓ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因组百科全书（ｋｙｏｔｏ
ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｎｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）分析，研究
ＤＥＧｓ可能影响的功能及信号通路。ＧＯ分析是一种
广泛用于注释基因和基因产物，并且识别基因组、转录

组数据的生物特征属性的重要工具［６］。ＫＥＧＧ是系统
分析基因，关联基因功能与高阶功能信息的数据

库［７］。本研究筛取差异表达上调或下调 ２倍以上
（ｌｏｇＦＣ＞１或＜１）、Ｐ＜０．０５的ＤＥＧｓ基因，利用生物信
息学分析工具 Ｂｌａｓｔ２ＧＯ［８］进行 ＧＯ及 ＫＥＧＧ分析，利
用Ｒ语言ｇｇｐｌｏｔ２包进行绘图。Ｐ＜０．０５设定为基因显
著性富集的临界值。

１．７　蛋白蛋白相互作用网络分析
　　ＳＲＴＩＮＧ是一个检索蛋白质之间相互作用关系的
在线数据库，包括蛋白质之间的直接物理相互作用及

间接功能相关性，它除了包含有实验数据、从 ＰｕｂＭｅｄ
文献数据库及其他数据库摘要中挖掘的信息外，还有

利用生物信息学方法预测的结果［９］。通过 ＳＴＲＩＮＧ
（１０．５版），以蛋白与蛋白相互作用关系置信指数＞
０．４构建 ＤＥＧｓ相互作用网络，并导入软件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
（３．７．２版）［１０］。利用其插件 ＨｕｂＯｂｊｅｃｔｓＡｎａｌｙｚｅｒ
（ｃｙｔｏＨｕｂｂａ）［１１］以 Ｄｅｇｒｅｅ方法计算得出关键基因
（Ｈｕｂ基因），进一步挖掘其可能的调控和作用机制。
１．８　实时定量荧光ＰＣＲ分析
　　以总ＲＮＡ提取试剂ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（宝生物，日本）
溶解小于１００ｍｇ的肝组织，按说明书步骤提取样本总
ＲＮＡ。取等量总ＲＮＡ按反转录试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（宝生物，日本）说明书步骤将总 ＲＮＡ转录

为ｃＤＮＡ以进行后续实验。使用荧光定量检测试剂
ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（宝生物，日本）及荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＣＦＸ９６，美国伯乐）进行前５位 Ｈｕｂ基因实时定量荧
光ＰＣＲ分析，以明确其在镉暴露组和对照组肝组织
ｍＲＮＡ表达差异。特异性引物序列见表１。以ＧＡＰＤＨ
为内参，以２－ΔΔＣｔ方法计算 ｍＲＮＡ表达量［１２］。参照对

照组计算Ｈｕｂ基因相对表达水平。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达
　　分别收集各对照组和镉暴露组肝组织提取总蛋
白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ分离，切胶、转
膜、封闭。分别加入兔抗大鼠 ＣＤＣ２０抗体（１∶１０００，
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）、兔抗大鼠 ＣＤＫ１抗体
（１∶１０００，Ａｂｃａｍ，美国）、兔抗大鼠 ＣＣＮＢ１抗体
（１∶１０００，碧云天，中国）、小鼠抗大鼠 βａｃｔｉｎ抗体
（１∶５０００，Ｓｉｇｍａ，美国），小鼠抗大鼠 ＧＡＰＤＨ抗体
（１∶３０００，碧云天，中国）４℃孵育过夜；分别加入ＨＲＰ
标记的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００，碧云天，中国），山羊抗
小鼠ＩｇＧ（１∶５０００，碧云天，中国）室温摇床孵育２ｈ；洗
膜，ＥＣＬ显色。利用 ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋系统和 ＩｍａｇｅＬａｂ
软件（美国ＢｉｏＲａｄ）对条带进行成像和灰度值分析。
１．１０　统计学分析
　　实验数据以样本 珋ｘ±ｓ表示。由ＳＰＳＳ２２．０统计软
件进行分析，组间比较采用ｔ检验。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　１．２５ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ氯化镉急性暴露损伤大鼠肝组织
　　通过 ＨＥ染色及肝功能生化指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ分析
一次性腹腔注射 １．２５ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ氯化镉，暴露 ２４ｈ
后大鼠肝组织损伤情况。ＨＥ染色结果显示镉暴露组
大鼠肝脏并没有明显的病理学变化，未见炎症细胞浸

润，肝细胞气球样变，坏死等（图１）；与对照组相比大
鼠血清中肝功能生化指标ＡＬＴ、ＡＳＴ显著增高Ｐ＜０．０１，
平均值分别为ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ）：对照组８５．０７２９，镉暴露组
１２６．８７６；ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ）：对照组１２２．６２４，镉暴露组２１１．７９２，
每组各８只大鼠。以上结果表明１．２５ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ氯
化镉急性暴露造成大鼠肝损伤。

表１　前５位Ｈｕｂ基因引物列表

基因名称 　　　　上游引物 　　　　下游引物 产物长度（ｂｐ）
Ｃｄｃ２０ ５′ＡＧＴＧＣＴＧＴＧＧＡＴＧＴＧＣＡＴ３′ ５′ＴＣＴＧＧＡＣＴＣＡＴＧＧＴＧＡＧＡＣＴ３′ １８２
Ｃｃｎｂ１ ５′ＡＣＴＴＴＧＧＣＣＡＡＡＴＡＣＣＴＣＡＴＧ３′ ５′ＴＣＡＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧＡＧＡＴＴＣＣＴ３′ １７８
Ｃｄｋ１ ５′ＴＣＴＴＣＧＡＧＴＴＣＣＴＧＴＣＣＡＴＧ３′ ５′ＧＡＧＧＴＴＴＣＡＡＧＴＣＴＣＴＧＴＧＡＡＧ３′ １５９
Ｔｏｐ２ａ ５′ＣＡＧＡＡＧＡＧＣＡＴＡＣＧＡＴＡＴＴＧＣＴ３′ ５′ＧＣＴＣＡＴＴＧＴＴＡＡＧＣＡＣＡＣＴＴＣ３′ １９３
Ｕｂｅ２ｃ ５′ＣＧＡＡＴＣＡＧＡＣＡＡＣＣＴＧＴＴＣ３′ ５′ＧＴＧＴＧＡＧＧＡＡＣＴＴＣＡＣＴＧＴＧ３′ １４０

βａｃｔｉｎ ５′ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴ３′ ５′ＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣ３′ １０４
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图１　镉急性暴露对大鼠肝组织形态学影响

２．２　ＤＥＧｓ筛选结果
　　为分析镉暴露造成大鼠肝损伤机制，我们选择
ＧＥＯ公共数据库中芯片结果 ＧＳＥ６５１９８，提取其中与
我们相同实验条件的数据，利用在线软件 ＧＥＯ２Ｒ进
行差异基因分析。以差异表达量上调或下调 ２倍以
上，Ｐ＜０．０５为筛选条件，其中 ２８８个基因显著上调，
２７７个基因显著下调（图２Ａ）。上调及下调前２５位基
因热图结果显示，组内样本基因表达较为一致，组间基

因表达有明显差异（图２Ｂ）。
２．３　ＧＯ和ＫＥＧＧ通路富集分析显示ＤＥＧｓ首要参与

了镉诱导的肝细胞周期阻滞

　　本研究采用生物信息学分析工具Ｂｌａｓｔ２ＧＯ对５６５
个差异基因进行ＫＥＧＧ及ＧＯ分析，展示前２０位的富
集类别。结果如图３Ａ所示，ＫＥＧＧ分析显示 ＤＥＧｓ首
要富集于细胞周期通路。如图３Ｂ所示，ＧＯ分析显示
ＤＥＧｓ涉及的生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）前
３位为细胞分裂、有丝分裂和细胞周期，均和细胞周期
密切相关，与 ＫＥＧＧ分析结果高度吻合。因此，我们
大胆推测ＤＥＧｓ首要参与了镉诱导的细胞周期阻滞。
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图２　镉急性暴露肝组织中差异表达基因火山图（Ａ）及
热图分析（Ｂ）
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图３　差异表达基因ＫＥＧＧ通路富集（Ａ）及ＧＯ分析（Ｂ）
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２．４　ＤＥＧｓ编码蛋白的相互作用网络分析筛选 Ｈｕｂ
基因

　　ＳＴＲＩＮＧ是一个由已知和预测的蛋白质相互作用
数据组成的数据库，本研究将５６５个显著差异表达基
因导入ＳＴＲＩＮＧ在线分析工具，获得 ＤＥＧｓ相互作用
关系，将其导入Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ（３．７．２版）软件计算网络及
各个节点的拓扑特性。利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ插件ｃｙｔｏＨｕｂｂａ
寻找Ｈｕｂ基因，按照Ｄｅｇｒｅｅ分析方法排名前５位的核
心（Ｈｕｂ）基因分别为 Ｃｄｃ２０、Ｃｃｎｂ１、Ｃｄｋ１、Ｔｏｐ２ａ、
Ｕｂｅ２ｃ，表明它们可能在镉暴露损伤大鼠肝细胞中起
重要作用（图４）。

图４　差异表达基因构建ＰＰＩ网络的Ｈｕｂ基因分析

２．５　实时荧光定量ＰＣＲ验证Ｈｕｂ基因表达
　　为进一步揭示镉损伤大鼠肝组织的潜在机制并验
证芯片检测结果，采用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测排
名前５位的Ｈｕｂ基因表达。如图５所示，氯化镉急性
暴露导致大鼠肝组织 Ｃｄｃ２０、Ｃｃｎｂ１、Ｃｄｋ１、Ｔｏｐ２ａ和
Ｕｂｅ２ｃｍＲＮＡ表达水平显著下降，与芯片检测结果一
致，进一步证实了芯片数据的有效性，并且表明它们可

能是镉暴露损伤肝组织的重要靶点基因。
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图５　镉急性暴露对大鼠肝组织Ｈｕｂ基因ｍＲＮＡ表达
影响分析　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证参与细胞周期的Ｈｕｂ基因表达
　　前面结果表明氯化镉急性暴露条件下大鼠肝组织
差异表达基因 ＤＥＧｓ首要影响细胞周期进程，为进一
步发掘影响细胞周期通路的关键基因，本研究将细胞

周期通路富集的差异基因与ＰＰＩ网络分析结果排名前
５位的Ｈｕｂ基因取交集，结果表明Ｃｄｃ２０、Ｃｃｎｂ１、Ｃｄｋ１
可能是氯化镉急性暴露导致细胞周期阻滞从而造成肝

损伤的关键靶点（图６Ａ）。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测
其表达水平的变化，结果表明在氯化镉暴露条件下，

ＣＤＫ１蛋白表达受到明显抑制（相对表达量镉处理组
为对照组的６６．８％，Ｐ＜０．０５），ＣＤＣ２０及 ＣＣＮＢ１蛋白
表达没有改变（图６Ｂ）。

!"#$%&'()*+&'",+

-.* /0)01

2344 567869

':'$%

（
;;!+%

<）
!

='>?

（
@$!+%

<）
!

''A?+

（
;;!+%

<）
!

4=B:-

（
<C!+%

<）
!

':2+

（
<@!+%

<）
!

='>?

（
@$!+%

<）
!

'D)+ 'D)$ '"+ '"$

=

?

Ａ：Ｈｕｂ基因前 ５位与细胞周期通路关键基因取交集结
果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析核心基因蛋白表达结果

图６　镉急性暴露对大鼠肝组织核心基因蛋白表达影响分析

３　讨论

　　 肝脏是镉中毒的主要靶器官之一，目前国内外研
究表明，镉肝毒性的主要机制包括改变了细胞的离子

转运，竞争性的抑制细胞膜上的各种离子通道；影响了

（与炎症、氧化应激和内环境稳定相关的）某些基因表

达；损伤线粒体及内质网产生大量的活性氧，导致ＤＮＡ
损伤增加，促进凋亡及自噬性死亡［１３］。尽管镉肝毒理

机制研究已经有了一定进展，其肝毒理作用的机制依然

缺乏系统的研究。本研究采用１．２５ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ镉暴露

５４６１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１６）



ＳＤ大鼠一次建立急性镉暴露的模型，发现该暴露模式
下，急性镉暴露显著诱导 ＳＤ大鼠肝脏损伤，同时基于
组织芯片明确Ｃｄｋ１等核心基因依赖的细胞周期阻滞
与镉肝毒性最为相关。本结果为镉的肝脏毒性研究提

供一定的基础数据及可能的机制线索。

　　目前职业人群镉暴露所导致的肝脏损伤主要以急
性一次性暴露为主。为了更好地分析镉的急性肝毒性

机理，根据预实验结果，并参照 ＭＡＤＥＪＣＺＹＫ等［１４］和

ＤＥＭＯＵＲＡ等［１５］研究的镉腹腔注射剂量，本实验采

用单次腹腔注射一次性给予ＣｄＣｌ２１．２５ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ的
剂量建立急性 Ｃｄ中毒模型。有研究表明，在镉暴露
大鼠的模型中（３．９ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ），肝脏可观察到的最
早的形态学变化包括外周着色颗粒增加、核糖体减少、

核仁凝聚及粗面内质网的膨胀。５～６ｈ后则可以观察
到肝细胞的线粒体及内质网肿胀、细胞质内纤维性物

质缠绕。在暴露１０～１２ｈ后即可出现肝细胞坏死［１６］。

我们用１．２５ｍｇ／ｋｇ·ｂｗ建立的镉暴露模型所用的浓
度低于该文献的报道，虽然我们没有观察到文献中

所提到的大鼠萎靡不振，饮食减退及相应的病理学

改变等现象，却同样发现了肝损伤的血清学指标，提

示进行大鼠急性镉中毒建模时镉的剂量可以选择更

低的水平。

　　基因芯片技术是一种高通量且快速准确分析基因
表达的工具，能够在不同细胞类型、不同细胞生长阶段

及状态、不同条件、不同干预手段下对基因芯片做出相

应的检测，并产生海量的数据，使研究者能够运用各种

生物信息学方法对数据进行整合分析，从而为探索镉

肝毒理作用的分子机制提供有利的线索。本研究选取

数据库中与我们模型条件完全相同的芯片进行分析，

共发现差异表达基因 ５６５个，２８８个基因显著上调，
２７７个基因显著下调。为了进一步明确这些差异表达
基因的生物学功能，应用Ｂｌａｓｔ２ＧＯ在线软件对其进行
了ＫＥＧＧ通路分析和ＧＯ富集分析。ＫＥＧＧ通路显示
ＤＥＧｓ首要富集于细胞周期通路及其他相关通路，包
括Ｐ５３信号通路、ＰＰＡＲ信号通路等。ＧＯ分析显示
ＤＥＧｓ涉及的生物学过程前３位为细胞分裂、有丝分裂
和细胞周期，均和细胞周期密切相关，与 ＫＥＧＧ分析
结果高度吻合。细胞周期阻滞在镉肝脏毒性中扮演的

角色已有相关文献报道。ＢＡＤＩＳＡ等［１７］对１００μｍｏｌ／Ｌ
镉处理的大鼠正常肝脏细胞ＣＲＬ１４３９细胞 ２４ｈ后进
行基因芯片分析发现镉显著诱导了细胞周期相关基因

的表达。ＯＤＥＷＵＭＩ等［１８］报道了 １５０μｍｏｌ／Ｌ的镉暴
露ＣＲＬ１４３９细胞２４ｈ后明显抑制细胞周期的Ｓ期和
Ｇ２／Ｍ期。基于我们分析和以往文献的报道，我们得
出的结论是镉通过影响细胞周期从而引起肝损伤可能

是镉肝毒理作用最重要的机制之一。

　　基于 ＳＲＴＩＮＧ在线数据库，我们对镉暴露后肝脏
的差异表达基因进行了蛋白互作网络分析，发现上述

基因编码的蛋白产物参与了蛋白互作网络图的构建，

他们之间以线连接，且部分基因作为中心节点与周围

的基因关系密切。本研究通过 Ｄｅｇｒｅｅ算法筛选出了
网络中的５个核心基因，他们是 Ｃｄｃ２０、Ｃｃｎｂ１、Ｃｄｋ１、
Ｔｏｐ２ａ、Ｕｂｅ２ｃ。同时将５个核心基因与 ＫＥＧＧ通路中
参与细胞周期的基因进行交互分析，发现 Ｃｄｃ２０、
Ｃｃｎｂ１、Ｃｄｋ１等３个基因是参与镉诱导细胞周期阻滞
的核心基因。目前这３个基因已经被广泛报道可以参
与细胞周期的调控［１９］，且是镉诱导细胞阻滞的重要靶

点［２０］。有趣的是在我们的暴露模型中，镉暴露后仅诱

导Ｃｄｋ１蛋白表达水平降低，其他两个基因的蛋白水
平并没有改变，这可能与基因的转录后调控和翻译及

翻译后调控都有密切关系。此外，Ｔｏｐ２ａ与细胞周期
调控也存在密切的联系［２１］，研究表明镉可以视为一种

Ｔｏｐ２ａ蛋白活性抑制剂［２２］。Ｕｂｅ２ｃ基因是泛素化偶联
酶Ｅ２基因家族成员，主要参与调控细胞的有丝分
裂［２３］。最近研究表明，Ｕｂｅ２ｃ基因与细胞周期也密切
相关。ＬＩＵ等［２４］报道 Ｕｂｅ２ｃ基因敲除会抑制黑色素
瘤细胞株Ｇ２／Ｍ期。Ｚ?ＬＬＮＥＲ等

［２５］发现小分子化合

物ＹＫ４２７９明显减少 Ｕｂｅ２ｃ的表达，激活 ＣｙｃｌｉｎＢ１
从而抑制尤文氏肉瘤细胞的Ｇ２／Ｍ期。目前Ｕｂｅ２ｃ基
因是否参与了镉诱导的肝细胞周期阻滞尚少见报道，

非常值得进一步的研究分析。

　　本研究的局限性在于我们尚无法在动物水平直接
检测肝细胞周期的改变，尤其需要在人来源的细胞株

开展进一步的验证。

　　综上，本研究发现急性镉暴露首要通过抑制肝细
胞的细胞周期从而诱导大鼠肝脏损伤（ＴＯＰ１的信号
通路），Ｃｄｋ１等核心基因可能是镉诱导肝细胞周期阻
滞的重要靶点，为进一步深入研究镉的急性肝脏毒性

作用机制提供了非常有价值的信息和新的研究方向。
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６７８：７６１－７６７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｓｃｉｔｏｔｅｎｖ．２０１９．０４．３９５．
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ｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｓｔｒｅｓｓｇｅｎｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓｉｎｃａｄｍｉｕｍｅｘ
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２００８，２２（２）：２１３－２１９．
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