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摘要: 为探讨外源性甲醛是否会对小鼠肝脏和肾脏的热休克蛋白 70(heat shock protein 70, Hsp70)产生影响,选雄性 Balb/c 小

鼠为研究对象,采用动态吸入方式染毒 2 周,每周 5 d,每天 8 h,随机分为空白对照组、3 mg·m-3甲醛染毒组。 染毒结束后,计
算肝脏和肾脏的脏体比,检测各器官中活性氧(reactive oxygen species, ROS)、丙二醛(malondialdehyde, MDA)、还原型谷胱甘肽

(glutathione, GSH)的含量,同时用实时荧光定量 PCR(real-time PCR, RT-PCR)法检测 Hsp70 的基因表达,并通过 H & E 染色观

� 察形态学变化。 结果表明:与对照组相比,2 种器官的脏体比均显著下降(P<0.05 或 P<0.01);ROS、MDA 含量上升、GSH 含

� 量下降,出现显著性差异(P<0.05 或 P<0.01);Hsp70 基因表达水平下降且差异显著(P<0.05 或 P<0.01);H & E 切片显示,甲
� 醛暴露使肝脏的中央静脉窦的破损程度增加、细胞核变大,肾脏中肾小中肾小球基底膜变窄、体积缩小甚至分解。 上述结

果表明,甲醛暴露会对小鼠的的肝脏和肾脏造成不同程度的氧化损伤,小鼠可通过上调 Hsp70 的基因表达以增强机体的抗

氧化能力。
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Abstract: In order to explore the role of heat shock protein 70 (Hsp70) in the toxic effect of exogenous formalde-
hyde (FA), male Balb/c mice were exposed to FA (3 mg·m-3

) or clean room air by nose-only inhalation for 8 h·
d
-1
, 5 days per week for two weeks. At the next day of the last-day exposure, the live and kidney tissues were col-

lected for the terminal detection. Compared with the control group, the organ coefficients of liver or kidney tissues

in the FA group significantly decreased (P<0.05 or P<0.01). The content of reactive oxygen species (ROS) and ma-
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� londialdehyde (MDA) both significantly increased (P<0.05 or P<0.01), while the level of glutathione (GSH) de-
� creased significantly (P<0.05 or P<0.01). Meanwhile, the gene expression level of Hsp70 was detected by real-time

PCR (RT-PCR), and reduced significantly (P<0.05 or P<0.01). Pathological data of the H & E staining slices

� showed that FA exposure aggravated the damage on the central venous sinus, and the nucleuses were enlarged in

the liver. What’ s more, the glomerular basement membrane of kidney became narrower, and its volume was re-
duced or even decomposed. The results indicated that the oxidative stress induced by FA in kidney and liver tissues

could be reversed by up-regulating Hsp70 gene expression.

Keywords: exogenous formaldehyde (FA); inducible heat shock protein 70; oxidative damage

　 　 甲醛(formaldehyde, FA)是一种应用广泛的工业

化工原料,同时也是常见的室内空气污染物。 甲醛

可由呼吸道进入生物体内,并与肺、脑、肝、肾等器官

直接接触后对其造成严重损伤,引起生殖毒性[1]、神
经毒性[2]、心血管毒性[3]、免疫毒性[4-6]、呼吸毒性[7]等

多种毒性,对人体的健康产生极大影响。 一般情况

下,机体细胞为了降低甲醛所带来的损伤会激发氧

化应激反应将其降解,但如果涉入的甲醛过多,降解

甲醛产生的活性氧自由基会因组织细胞清除能力有

限而积累,使组织中的细胞膜发生脂质过氧化反应,
出现氧化性损伤[8-9]。

诱导型热休克蛋白 70(inducible heat shock pro-
tein, Hsp70)是生物体在应激状态下诱导合成的一组

高度保守的蛋白质,属于 Hsp70 家族中重要的一

员,也是热休克蛋白家族中最受关注的蛋白质。
Hsp70 具有多种功能,它可作为分子伴侣,参与蛋白

质的折叠、运输、解离、降解、变性蛋白的清除以及特

定构象的维持[10],还能对抗 DNA 损伤[11]、抑制细胞

凋亡[12]、提高细胞对热应激的耐受性[13]以及维护神

经系统的结构和功能[14-15]。 值得注意的是,研究还

表明,Hsp70 具有较高的抗氧化能力,可以通过多种

途径抵抗外来化合物造成的氧化性损伤和遗传性损

伤,并增加生物体内源性抗氧化剂的合成和释放[16]。
肝脏是机体最大的解毒器官,是有毒物质转化

和积累的场所。 肾脏则是主要的排泄器官,也是排

毒的场所。 小鼠经甲醛暴露后,其肝脏和肾脏内的

氧化损伤情况已有研究,但甲醛暴露对这 2 种器官

中 Hsp70 的基因表达水平是否会产生影响,这种影

� 响与甲醛引起的氧化损伤之间的关系如何,相关的

文献报道却很少。 Hsp70 与肝脏抗氧化方面的研究

同样鲜有报道。 本实验以 Balb/c 小鼠为研究对象,
通过气态甲醛染毒,以验证小鼠肝脏和肾脏组织中

的氧化损伤情况,并测定 2 种器官中 Hsp70 基因的

表达量,探讨外源性甲醛能否对小鼠 Hsp70 的表达

水平产生影响。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 Balb/c 小鼠,5 ~ 6 周龄,体重 20 g

左右,购于湖北省疾病预防控制中心,购买后先饲养

1 周左右,待小鼠适应环境后再进行实验。
1. 2　 实验试剂和仪器

4%的甲醛原液 (Sigma 公司),Folin-酚试剂盒

(北京鼎国昌盛生物科技有限公司,FLF 01),GSH 测

试盒(南京建成生物工程研究所,A005),DCFH-DA
荧光染料(Sigma 公司),小型智能环境气候仓(WH-2
型,武汉市宇信科技开发有限公司),气态甲醛浓度

测定仪(4160-2 型,INTERSCAN 公司,美国),全波长

酶标仪(DNM-9602 型,北京普朗新技术有限公司),
微量分光光度计(ND-1000 型,Thermo Scientific 公

司,美国),荧光酶标仪 (FLx-800,Bio-Tex 公司,美
国),荧光定量 PCR 仪(CPX96 Touch,Bio-Rad 公司,
美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 甲醛染毒方案

将 12 只 Balb/c 小鼠随机分为 2 组,分别为:对
照组和 3 mg·m-3甲醛染毒组,每组 6 只。 采用职业

气态暴露方式 (每天 8 h,每周 5 d,持续 2 周),经
WH-2 小型智能环境气候仓调配后,保持进行甲醛

染毒时的温度为(22 ℃ ±2 ℃ )、湿度为(50% ±5% )、
气流速度为(1.65 m

3·h-1±0.15 m3·h-1
),并每隔 2 h 用

甲醛测定仪检测一次甲醛浓度。 甲醛暴露所取浓度

根据中华人民共和国卫生部规定的职业接触限值进

行设定[17]。
1. 3. 2　 小鼠肝脏和肾脏的组织匀浆液制备

染毒结束后,将小鼠脱颈处死,取出肝脏和肾脏

后称重,加入一定量的预冷的磷酸盐缓冲液(phos-
phate buffer saline, PBS, pH 7.4)中,用玻璃匀浆器在

冰上充分匀浆,制成 10%的组织匀浆液,并于 4 ℃、



224　　 生 态 毒 理 学 报 第 14 卷

10 000 g,离心 15 min,留取上清备用。
1. 3. 3　 小鼠肝脏和肾脏的脏体比计算

染毒结束后,处死小鼠,并称量、记录 2 组小

鼠体重。 取其肝肾后,准确称取每组小鼠肝脏、肾
脏的质量,最后计算肝脏和肾脏的脏体比。 计算

公式如下:
脏体比=肝脏或肾脏质量(g)/体重(g)

1. 3. 4　 小鼠肝脏和肾脏氧化损伤检测

活性氧(reactive oxygen species, ROS)含量检测:
取一定量 10%的小鼠肝脏和肾脏的组织匀浆液,用
预冷的 PBS 溶液分别稀释 50 倍作为样液。 将 100

μL 的样液和 100 μL 0.2 μmol·L-1的 DCFH-DA 荧

光染料混合均匀后,在 37 ℃恒温箱中避光孵育 10

~ 15 min。 用 FLX800 荧光酶标仪在激发波长 499

nm 和发射波长 525 nm 下检测吸光度。
丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量检测:按照

Folin-酚试剂盒说明书步骤制作标准曲线以及测定

小鼠肝脏和肾脏中的 MDA 含量。 MDA 的计算公

式如下:
MDA 含量 = [6.45 × (OD532 nm-OD600 nm )-0.56 ×

OD450 nm]/Prot

其中 OD450、OD532、OD600 表示在 450 nm、532 nm、
600 nm 波长下的吸光度,Prot 表示总蛋白浓度。

还原型谷胱甘肽 (glutathione, GSH)含量检测:
严格按照微还原型谷胱甘肽测试盒说明书,进行肝

脏和肾脏中 GSH 含量的测定。
1. 3. 5　 实时荧光定量 PCR(real-time PCR, RT-PCR)
法测定 Hsp70 的相对表达量

总 RNA 的提取:取 0.1 g 肝肾组织加入液氮后

迅速碾磨至粉末状,加入 1 mL Trizol 混匀,液体全

部转移到 1.5 mL 无酶 EP 管,冰上放置 10 min。 加

200 μL 氯仿混匀后剧烈震荡,并以 4 ℃、12 000 g

离心 15 min。 取上层水相,加入 500 μL 异丙醇混匀

后,冰上放置 10 min,以 4 ℃、12 000 g 离心 10 min。
弃去上清后,加入 75%的乙醇(0.1%的焦碳酸二乙

酯 (diethyl procarbonate, DEPC)水配制)后以 4 ℃、
12 000 g 离心 15 min,小心弃去上清。 充分干燥后

用 20 μL 0.1%的 DEPC 水溶解沉淀。 用微量分光

光度计检测 RNA 的纯度和浓度。
逆转录:严格按照逆转录试剂盒说明书进行,在

200 μL 的无酶 EP 管中依次加入 7 μL ddH2O、2 μL
反转录 mix、1 μL RNA,混匀。 反应条件为 25 ℃、
10 min,50 ℃、30 min,85 ℃、5 min。 最后用微量分

光光度计检测 cDNA 的纯度和浓度。
RT-PCR:以逆转录形成的 cDNA 为模板,采用

Premier 5.0 软件设计 Hsp70 基因和内参基因的引物

� 后,由南京金斯瑞生物科技公司合成 (表 1)。 RT-
PCR 反应体系 20 μL,反应条件为 95 ℃、3 min,95
℃、10 s,52 ℃、30 s,39 个循环,熔解曲线 65 ~ 95

℃,增量 0.5 ℃,5 s 读数一次。
1. 3. 6　 小鼠肝脏和肾脏组织切片制备

取小鼠新鲜肝脏和肾脏置于多聚甲醛固定液

48 h 后,经过脱色、清洗、苏木精-伊红(H & E)染色、
脱水、石蜡包埋后制作成 10 μm 厚的切片,在光学

显微镜下观察组织的形态特征变化。
1. 4　 数据分析

采用单因素方差分析(one-way ANOVA)和 q 检

验对实验数据进行统计与整理。 使用 Origin 6.0 软

件制图。 其中,P<0.05 表示差异具有统计学意义,
� 用“* ”表示;P < 0.01 表示差异具有高度统计学意

� 义,用“* * ”表示。

2　 结果(Results)
2. 1　 小鼠肝脏和肾脏的脏体比

经过 2 周的甲醛暴露后,在处死当天称量小鼠

的体重及肝脏、肾脏的质量,并分别计算脏体比,如

表 1　 Hsp70 基因、β-actin 引物序列

Table 1　 Primer sequence of Hsp70 gene and β-actin
基因名称

The gene

引物序列(5’ -3’ )
Primer sequences (5’ -3’ )

Tm /℃
大小/bp

Size/bp

Hsp70
ATGAAGGAGATCGCTGAG 50.9 18

TGAGAGTCGTTGAAGTAGG 50.9 19

β-actin
GCCAAATTCAACGGCACAGT 57.1 20

AGATGGTGATGGGCTTCCC 56.2 19

注:Tm 为退火温度。
Note: Tm stands for annealing temperature.
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图 1 所示。 图 1a 表示小鼠肝脏的脏体比,可以看出

相比于对照组,3 mg·m-3的甲醛染毒降低了小鼠肝

脏的脏体比,且差异具有统计学意义(P<0.05);小鼠

� 的肾脏脏体比由图 1b 显示,从中看出 3 mg·m
-3的

甲醛对肾脏造成了更明显的影响,小鼠的脏体比出

现显著下降(P<0.01)。
2. 2　 小鼠肝脏和肾脏氧化损伤情况

经染毒后,分别用 ROS、MDA、GSH 的含量变

化反映小鼠肝脏和肾脏的氧化损伤情况。 图 2 表示

的是小鼠肝脏和肾脏中 ROS 含量的变化。 由图 2a

可知,甲醛染毒使小鼠肝脏的 ROS 含量略有升高;
在图 2b 中可以看出,小鼠肾脏在 3 mg·m

-3的甲醛

作用下,其 ROS 含量较空白对照组上升幅度稍大,
但也无明显统计学意义。

MDA 的含量变化在图 3 中展示。 可以看到,肝
脏(图 3a)和肾脏(图 3b)的 MDA 含量经甲醛处理后,
均出现显著增加(P<0.05 或 P<0.01)。

甲醛染毒对于小鼠肝脏和肾脏中 GSH 含量的

影响如图 4 所示。 由图 4 可知,甲醛染毒后,小鼠肝

脏和肾脏 GSH 含量变化趋势与 ROS 和 MDA 含量

相反。 对于肝脏(图 4a),甲醛染毒组的 GSH 含量显

著低于空白对照组(P<0.05);同样,甲醛染毒后的肾

� 脏(图 4b)中 GSH 含量大幅度减少,具有明显的统计

学意义(P<0.01)。

图 1　 小鼠肝脏和肾脏的脏体比图

注:“* ”,P<0.05;“* * ”,P<0.01,与空白对照组相比。 A 为空白对照组,B 为 3 mg·m-3染毒组。

Fig. 1　 The organ coefficients of liver and kidney with body weight of mice

Note: “* ” , P<0.05; “* * ” , P<0.01, compared with the control group. A, control group; B, 3 mg·m-3 group.

图 2　 小鼠肝脏和肾脏 ROS 含量变化

注:用吸光度表征 ROS 含量的大小,吸光度越大,ROS 含量越高。

“* ”,P<0.05;“* * ”,P<0.01,与空白对照组相比。 A 为空白对照组,B 为 3 mg·m-3染毒组。

Fig. 2　 The content of ROS in mice liver and kidney

Note: The fluorescence intensity is used to characterize ROS levels, and the larger fluorescence intensity indicates a higher ROS level.

“* ” , P<0.05; “* * ” , P<0.01, compared with the control group. A, control group; B, 3 mg·m-3 group.
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图 3　 小鼠肝脏和肾脏 MDA 含量变化

注:“* ”,P<0.05;“* * ”,P<0.01,与空白对照组相比。 A 为空白对照组,B 为 3 mg·m-3染毒组。

Fig. 3　 The content of MDA in mice liver and kidney

Note: “* ” ,P <0.05; “* * ” ,P <0.01, compared with the control group. A, control group; B, 3 mg·m-3 group.

图 4　 小鼠肝脏和肾脏 GSH 含量变化

注:“* ”,P<0.05;“* * ”,P<0.01,与空白对照组相比。 A 为空白对照组,B 为 3 mg·m-3染毒组。

Fig. 4　 The content of GSH in mice liver and kidney

Note: “* ” , P<0.05; “* * ” , P<0.01, compared with the control group. A, control group; B, 3 mg·m-3 group.

图 5　 小鼠肝脏和肾脏中 Hsp70 的表达情况

注:“* ”,P<0.05;“* * ”,P<0.01,与空白对照组相比。 A 为空白对照组,B 为 3 mg·m-3染毒组。

Fig. 5　 The gene expression level of Hsp70 in mice liver and kidney

Note: “* ” , P<0.05; “* * ” , P<0.01, compared with the control group. A, control group; B, 3 mg·m-3 group.



第 2 期 安洁然等:诱导型 Hsp70 在外源性甲醛对小鼠肝肾氧化损伤中的保护作用 227　　

2. 3　 小鼠肝脏和肾脏 Hsp70 的表达情况

采用 RT-PCR 法对小鼠肝脏和肾脏中 Hsp70 的

� 基因表达情况进行测定,结果如图 5 所示。 图 5a 表

示小鼠肝脏中 Hsp70 的基因表达情况,空白对照组

� 中该基因表达水平明显低于甲醛染毒组(P<0.01),
� 肝脏组织中 Hsp70 的表达量很低,在经过甲醛染毒

� 处理后,组织中 Hsp70 的表达水平显著升高 (P

<0.01);小鼠的肾脏 (图 5b)经过甲醛染毒处理后,

� Hsp70 的表达水平同样出现显著升高的趋势(P<
� 0.05)。 对比两图,可以发现肝脏中 Hsp70 的表达水

� 平明显高于肾脏。
2. 4　 小鼠肝脏和肾脏组织切片的 H & E 染色

甲醛染毒后小鼠肝脏的病理形态图,如图 6 所

示,图 6a 和图 6b 均为小鼠肝脏组织中央静脉窦的

横切面图,图 6c 和图 6d 则为小鼠肝脏细胞图。 可

以看到,空白对照组(图 6a)小鼠的中央静脉窦大多

图 6　 小鼠肝脏 H & E 染色

注:a 和 c 为空白对照组,b 和 d 为 3 mg·m-3染毒组。

Fig. 6　 The hematoxylin-eosin staining of mice liver

Note: a and c, control group; b and d, 3 mg·m-3 group.

图 7　 小鼠肾脏 H & E 染色

注:a 为空白对照组,b 为 3 mg·m-3染毒组。

Fig. 7　 The hematoxylin-eosin staining of mice kidney

Note: a, control group; b, 3 mg·m-3 group.
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为圆形或椭圆形,而经甲醛染毒后,中央静脉窦却呈

现不规则的形态,且管壁出现明显破损(图 6b);在细

胞层面,无论哪组细胞,其外在形态和排列方式无明

显差异,但 3 mg·m-3的甲醛染毒组(图 6d)细胞的细

胞核体积增大,而空白对照组(图 6c)细胞核形态大

小基本正常。
甲醛染毒后小鼠肾脏的病理形态图,如图 7 所

示。 从图 7b 可以看出,甲醛染毒后,小鼠肾脏血管

的管腔中淤血(见图中橘红色区域)的堆积量明显多

于空白对照组(图 7a)。 此外,染毒组的小鼠肾小球

(见图 7b 放大部分)基底膜明显变窄,呈松散状态,
且肾小球体积缩小甚至消失,而正常形态下的肾小

球(见图 7a 放大部分)基底膜较宽,体积较大。

3　 讨论(Discussion)
3. 1　 小鼠肝肾的脏体比

在正常情况下,动物的脏体比不会发生太大变

化,但经过特殊处理后,脏体比会因动物体内器官的

质量变化而发生改变[18]。 若动物器官出现增生、肿
胀、出血、积水或产生新生物等症状,则脏体比变

大[19];而当脏器明显呈现坏死、萎缩、脱水或腐离等

状态时,脏体比减小[20]。 因此脏体比可以比较综合

地反映有毒物质对脏器的毒性,作为评判动物脏器

受损程度和营养状态的一种指标。 在本次实验中,
甲醛染毒组的脏体比明显低于对照组,肝脏明显变

小且颜色发黑,这说明甲醛暴露对肝脏造成了损伤,
使脏体比减小;同时,甲醛及其代谢产物在排泄的过

程中会在肾脏积累,对肾脏产生毒性作用,对其造成

损害,也使肾脏的脏体比降低。
3. 2　 甲醛染毒对小鼠肝脏和肾脏的氧化性损伤

生物体在正常情况下都有比较完善的活性氧清

除机制,但当机体遭受到化学有毒物质或某些药物

的侵害时就会打破这种平衡,使得自由基代谢失调

以及机体抗氧化体系紊乱,倾向于氧化状态[21]。
ROS 是指在代谢过程中需氧细胞产生的一系列活

性氧簇,包括含氧自由基、氧离子和过氧化物等[22]。
GSH 可以和 ROS 结合形成硫代半缩醛,并可通过

抗坏血酸-谷胱甘肽循环生成具更强抗氧化作用的

抗坏血酸,清除脂质过氧化物、氧气、过氧化氢等,将
机体中的有毒物质转化为无毒,排出体外[23]。 丙二

醛(MDA)是膜脂质过氧化的代谢产物,通常表示

ROS 对脂质的损害[24]。 这 3 种指标均可作为有效

评价氧化应激的重要指标。
本实验中,无论是肝脏还是肾脏,在经过甲醛染

毒后 ROS 含量都有升高,这说明甲醛暴露促进了机

体内 ROS 代谢反应的进行,使得 ROS 含量增加,破
坏了细胞内的大分子物质。 此外,染毒后的肝脏和

肾脏的 MDA 含量的增高趋势具有明显的统计学意

义,表明甲醛确实在促进机体脂质过氧化反应时,产
生了脂质过氧化产物,加重机体清除活性氧的负担,
降低了细胞的抗氧化能力,从而造成细胞的氧化性

损伤。 同样,结果表明,空白对照组小鼠的 GSH 含

量明显高于甲醛染毒组,说明甲醛暴露使小鼠组织

中自由基和脂质过氧化物产生过多,从而造成

GSH 的大量消耗,细胞的抗氧化能力降低,氧化性

损伤加重。
3. 3　 甲醛染毒对 Hsp70 表达量的影响

正常情况下,Hsp70 的表达水平比较低。 只有

� 当机体遭受高温或者有害物质攻击时,体内 Hsp70

的合成量会在很短时间内达到较高水平,并且其他

蛋白质合成相对减少,以此提升机体对外界不良

环境的抗应激能力 [13]。 本实验中,对照组小鼠的

肝脏和肾脏中 Hsp70 的表达量很低,呈现基础状

� 态,而经甲醛染毒后,机体的应激体系被激活,启
动了热休克蛋白基因的转录,使得 Hsp70 的表达

� 量升高。
Hsp70 可通过抑制产生 NADPH 氧化酶,增强

谷胱甘肽还原酶的活力,促进 GSH 的生成,减少细

胞中自由基的含量[25-26],同时也使细胞中的MDA 含

量上升[27]。 在本研究中,甲醛暴露后肝脏中 Hsp70

的基因表达水平远高于肾脏中的表达水平,而同时

� 肾脏中 GSH 含量下降幅度、MDA 含量上升幅度均

比肝脏中多,与上述文献结果一致。
一般情况下,因 Hsp70 有一定的抗氧化作用,

所以若 Hsp70 表达量显著升高,机体内 GSH 含量会

上升,ROS、MDA 含量会下降,而在本实验中肝脏还

是肾脏的 GSH 含量均下降,ROS、MDA 含量均上

升,这可能是因为甲醛染毒引起的细胞应激系统的

保护作用是有限的:当甲醛浓度过高时,Hsp70 产生

的保护效用不足以抵抗甲醛所造成的损伤,从而会

使自由基和脂质过氧化物积累过多,GSH 和 SOD

的消耗量高于生成量,细胞的抗氧化能力降低,ROS
和 MDA 的生成量增加。

综上,本研究表明甲醛暴露使小鼠肝脏和肾脏

出现氧化性损伤,各组织出现较严重的病理性变化,
同时肝脏和肾脏中 Hsp70 的基因表达水平被上调,

� 促进该基因大量合成及表达来抵抗甲醛引起的氧化
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性损伤。
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