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摘要: 本实验利用低浓度甲硫醇亚慢性暴露模型,研究甲硫醇低剂量慢性暴露的肺毒性效应,为该物质对健康损伤的评价及

制订有效防治措施提供参考。 大鼠在(1.0±0.2) mg·m-3甲硫醇下暴露 30 d、每天暴露 6 h,考察了肺组织湿干重比、血清生化指

标、肺组织病理及免疫组化指标,分析了暴露对肺组织水通道蛋白(AQP4)和基质金属蛋白酶(MMP-9)的表达影响。 研究表明,
低浓度甲硫醇亚慢性暴露对大鼠肺组织产生一定损害,湿干重比显著增加,组织损伤程度随暴露时间增加呈现加重趋势,暴
露组的肺组织中 AQP4 表达下调,MMP-9表达上调,提示暴露可能造成肺气肿或者哮喘等呼吸道疾病。
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Abstract: In this study, the pulmonary toxicity of low-dose chronic exposure to methylmercaptan was studied by
using the subchronic exposure model of Sprague-Dawley (SD) rats, which could evaluate toxic effect caused by
this substance and propose effective prevention and treatment measures. Rats were exposed in methylmercaptan at
(1.0±0.2) mg·m-3 for 30 d and 6 h per day. After exposure, the ratio of wet to dry weight of lung tissue, serum bi-
ochemical parameters, pathology of lung tissue and immunohistochemical parameters were studied. The effects of
exposure on the expression of aquaporin and matrix metalloproteinase in lung tissue were analyzed. It was found
that subchronic exposure to low concentration of methylmercaptan caused adverse effect to the lung tissues of rats,
including the significant increase of the wet/dry lung weight ratios. The degree of tissue damage increased with
prolonging of the exposure time. The expression of AQP4 of the exposure groups in the lung tissues were down-
regulated, while the expression of MMP-9 was up-regulated, suggesting that exposure may cause respiratory disea-



178　　 生 态 毒 理 学 报 第 15 卷

ses such as emphysema or asthma.
Keywords: methylmercaptan; lung tissue; chronic toxicity; aquaporin; matrix metalloproteinase

　 　 恶臭污染是城市生活垃圾处理和工业发展中最

为普遍和亟待解决的城市环境问题之一。 甲硫醇

(CH3SH)属于一种恶臭化合物,用于制造业等工业

中,因其具有很强的气味,可添加到天然气中,以帮

助检测泄漏。 在填埋场的空气中广泛检测到硫化合

物,包括甲硫醇(CH3SH)、二甲基硫醚(CH3SCH3 )、二
甲基二硫醚(CH3SSCH3 )和硫化氢(H2S),这些硫化

合物的浓度为 1.1 ~ 464 μg·m-3,具有一定毒性和刺

激性,对人类健康构成威胁[1]。 甲硫醇在厌氧环境

中产生,在沉积物和垃圾污水中浓度很高。 此外,甲
硫醇在葡萄酒和奶酪等食品中以低浓度存在。 接触

甲硫醇等还原硫化物的工人表现出血红素合成酶活

性降低[2]。 一些研究表明,经高浓度含硫化合物暴

露后,工人患气流阻塞、刺激性职业性哮喘的几率增

加了,并有可能因缺血性心脏病而死亡的几率也有

所增加[3]。 长时间接触恶臭污染会影响呼吸和中枢

神经系统[4]。 一旦甲硫醇进入呼吸系统,会直接通

过进入血液系统代谢。 甲硫醇与红细胞和蛋白质结

合并反应生成硫代磺胺嘧啶,该物质进一步氧化代

谢形成硫代硫酸盐和硫酸盐。 甲硫醇代谢成硫酸根

离子的半衰期约为 9.6 h。 甲硫醇毒性的决定因素

是空气中的浓度、个体的呼吸速率以及暴露于污染

空气的时间;其高浓度暴露会引起肺损伤,抑制中枢

神经系统,并导致呼吸中枢系统麻痹,严重时引起昏

迷和死亡。 甲硫醇对呼吸系统的主要毒作用机制是

其能够与细胞色素 C 氧化酶结合,并抑制其活性,
从而造成细胞的“化学窒息”。 甲硫醇对神经系统

的毒作用机制主要是抑制脑钠(Na+ )和钾(K+ )-AT-
Pase 活性,其神经系统毒作用机制与氰化物和硫化

氢相似[5]。 关于甲硫醇的毒性研究多集中在高浓度

的急性毒作用方面,低浓度亚慢性毒性研究较少。
Tansy 等[6]将 SD 大鼠暴露于 3.9、33.3 和 111.7 mg·
m-3甲硫醇气体中 3 个月,观察其亚慢性毒性,任何

一组均未发生死亡。 最明显的现象是体重下降和血

清生化指标的变化,但脏器的重量没有变化,暴露后

的大鼠氧气消耗有所下降,病理检查和切片结果表

明,肺部结构改变,肝脏有结节病变,胆小管有炎性

细胞,该浓度的慢性暴露对肝功能有一定影响。
本实验利用低浓度甲硫醇亚慢性暴露模型,进

一步观察甲硫醇染毒后大鼠肺组织的病理学变化特

点,分析暴露对血液生化及肺组织水通道蛋白和基

质金属蛋白酶的表达影响,探讨甲硫醇低剂量慢性

暴露的肺毒性效应,为该物质对健康损伤的评价及

制订有效防治措施提供参考。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 动物暴露模型的制备

实验开始时选用体重(160±20) g 的健康雄性和

雌性 SD 大鼠。 SD 大鼠随机分为对照组(C 组:雄性

n=15,雌性 n =15)和甲硫醇暴露组(T 组:雄性 n =
� 15,雌性 n=15)。 在(21±1) ℃和 50%湿度的环境下

� 饲养在不锈钢丝笼内(170 mm (W)×294 mm (D)×
176 mm (H)),每笼 5 只大鼠。 让大鼠适应性饲养

7 d,并记录各组大鼠的初始体重。 随后大鼠在 0.6
m3 动态染毒暴露装置(8050D 型,合普工贸有限公

司,天津,中国)中进行甲硫醇染毒实验。 将 98 mg·
m-3的标准气瓶(海洲特种气体有限公司,上海,中
国)减压后用空气稀释送入暴露室。 用便携式仪器

实时监测甲硫醇气体浓度(Konor JA903 型,科尔诺

电子科技有限公司,深圳,中国),甲硫醇暴露浓度为

(1.0±0.2) mg·m-3。 暴露方案为亚慢性暴露 30 d、每
天暴露 6 h。 为了尽量减少暴露期间喂养行为可能

带来的差异,对照组和实验组在暴露期间被剥夺食

物。 每组的水供应都配备有标准塑料饮水瓶和不锈

钢饮水嘴,在饮水嘴内有一钢球,以便最大限度地减

少甲硫醇的溶解。 暴露 10、20 和 30 d 后分批处死

大鼠,收集肺组织和血液样本。
1. 2　 试验方法

1. 2. 1　 肺组织湿干重比

肺湿重与干重之比被用来衡量肺水肿。 暴露

30 d 后采集并称量大鼠肺右下叶的新鲜组织,并放

入 80 ℃烘箱中干燥 72 h。 然后对干燥的组织进行

称重,以确定湿干重量比。
1. 2. 2　 血清生化指标

在多聚甲醛麻醉下,心脏穿刺采集血样,在 4 ℃
以 4 000 r·min-1离心 10 min,所得血清在-20 ℃保

存,使用全自动生化分析仪(Advia 2120i,西门子诊断

公司,美国)测定小鼠血清 18 个指标,分别是总蛋白

(STP)、白蛋白(ALB)、白蛋白/球蛋白(A/G)、总胆红素

(TBIL)、直接胆红素(DBIL)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)、
碱性磷酸酶(ALP)、天门冬氨酸氨基转移酶(ASTm)、
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天冬氨酸转氨酶 (AST)、乳酸脱氢酶 (LDH)、肌酐

(CREA)、尿素(UREA)、葡萄糖(GLU)、尿酸(UA)、半胱

氨酸蛋白酶抑制剂 C(CysC)、肌酸激酶(CK)、肌酸激酶

同工酶(CK-MB)和血管紧张素转换酶(ACE)。
1. 2. 3　 肺组织病理切片

切除肺组织并用多聚甲醛溶液快速固定,进行

组织病理学检查。 固定 24 h 后,将脱水盒放进吊篮

里于脱水机内进行酒精梯度脱水,将浸好蜡的组织

于包埋机内进行包埋并于-20 ℃ 冷冻工作台 (JB-
L5,武汉俊杰电子有限公司,中国)冷却修整。 将修

整好的蜡块置于石蜡切片机上切片,片厚 4 μm。 摊

片机上将组织展平,用载玻片将组织放进 60 ℃烘箱

内烘烤,用苏木精和伊红(HE)染色。 组织病理学照

片使用光学显微镜(Olympus® BX50,奥林巴斯有限

公司,日本)获得。
1. 2. 4　 肺组织免疫组化染色

通过组织免疫组化染色分析肺组织内水通道蛋

白(AQP4)和基质金属蛋白酶-9(MMP-9)的表达情

况。 组织切片置于盛满乙二胺四乙酸抗原修复缓冲

液的修复盒中,于微波炉内进行抗原修复。 自然冷

却后将玻片置于磷酸盐缓冲溶液(PBS)中,在脱色摇

床上晃动洗涤 3 次,每次 5 min。 切片放入 3%过氧

化氢溶液,室温避光孵育 25 min,将玻片置于 PBS
中在脱色摇床上晃动洗涤 3 次,每次 5 min。 滴加

3%牛血清白蛋白(BSA)均匀覆盖组织,室温封闭 30
min,在切片上滴加用 PBS 按一定比例配好的一抗,
切片平放于湿盒内 4 ℃孵育过夜。 滴加二抗覆盖组

织,室温孵育 50 min。 切片稍干后在圈内滴加新鲜

配制的显色液,自来水冲洗切片终止显色。 显微镜

镜检,图像采集分析,阳性为棕黄色,阳性细胞计数

通过 ImageJ2X 软件计算(Wayne Rasband,美国国立

卫生研究院),取 5 个独立的样本计数的平均值。
1. 2. 5　 统计分析

暴露组与对照组之间的数据首先判断方差是否

均匀或分布是否正态,方差均匀或分布正态采用双

尾 t 检验,否则采用非参数检验。 分析中使用的软

� 件是 SPSS ( version21, IBM Inc.,美国)。 如果 P <
� 0.05,则认为差异具有统计学意义。

2　 结果(Results)
2. 1　 肺组织干湿重比

暴露 30 d 后,肺水肿程度和肺内皮通透性由肺

湿干重比决定。 与对照组相比,暴露组湿干重显著

增加,4 组之间比率值不同,如图 1 所示。 雄性暴露

组湿干重比(4.52±0.31)显著高于雄性对照组(4.09±
0.05) (P<0.01),雌性暴露组湿干重比(7.83±4.47)显

� 著高于雌性对照组(5.31±0.26) (P<0.05)。

图 1　 肺组织的干湿重比(W/ D)
注:C 代表对照组,E 代表暴露组;*P<0.05、**P<0.01,n=5。

Fig. 1　 Wet and dry weight ratio (W/D) of lung tissue
Note: C represents control group; E represents exposure group;

*P<0.05, **P<0.01, n =5.

2. 2　 大鼠血液生化指标

雄性和雌性大鼠的血清生化试验结果如表 1 所

示。 这些参数与肝功能、肾功能和心血管功能有关。
亚慢性甲硫醇暴露后,除 UREA、GLU、CK-MB 和

ACE 外,各时间点(10、20 和 30 d)其余血清生化指

标水平均无明显变化。 而 UREA、GLU、CK-MB 和

ACE 的变化只在 10 d 和 20 d 时观察到,在 30 d 时

没有发现对照组和暴露组之间的差异,推断为生物

体自身保护的一种补偿性变化。
2. 3　 组织病理学研究

对照组肺组织的肺泡囊、肺泡和细支气管正常,
肺泡囊无充血或塌陷的迹象(图 2(a)1、(b)1、(a)2、(b)
2、(a)3 和(b)3),暴露组则有明显变化。 大鼠暴露于

甲硫醇 10 d 后,细支气管出现明显的杯状细胞。 甲

硫醇暴露刺激肺组织,导致细支气管内出现明显突

起的杯状细胞,终末细支气管收缩,虽部分肺泡囊仍

清晰,肺泡和肺叶间隔可见,但肺泡充血,红细胞、纤
维蛋白和单核细胞渗出,肺泡壁增厚,尤其是在雌性

暴露组(图 2(c)1 和(d)1)。 暴露 20 d 后,肺泡壁进一

步增厚并充满红细胞,出现纤维蛋白、单核细胞和少

量淋巴细胞渗出物,雌性暴露组情况比雄性暴露组

更加严重(图 2(c)2 和(d)2)。 暴露 30 d 后暴露组的

肺泡气道阻塞,腺体增生,中性粒细胞浸润、水肿和
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间质浸润进一步加剧,这与气管和支气管周围大量

炎性渗出物有关,肺泡周围也观察到这些渗出物,整
体结论是甲硫醇暴露导致支气管肺炎和刺激性肺水

肿(图 2(c)3 和(d)3)。 该结果与肺组织湿干重比变化

规律相对应。
2. 4　 肺组织免疫组化相关蛋白指标变化

免疫组化法结果如图 3 所示,甲硫醇亚慢性暴

露后,大鼠肺组织中 AQP4 表达水平明显下调,所有

暴露组与对照组均有显著性差异(n =5,*P<0.05),甲
� 硫醇亚慢性暴露影响 AQP4 表达,从而进一步影响

肺内液体转运及血气屏障通透性。 甲硫醇亚慢性暴

露 30 d 后大鼠肺组织MMP-9表达水平明显上调,所

有暴露组和对照组均有显著性差异(n=5,*P<0.05)。

3　 讨论(Discussion)
水通道蛋白(AQPs)是一种位于细胞膜上的蛋白

质(内在膜蛋白),在细胞膜上组成“孔道”,可控制水

在细胞中的进出,是广泛分布于动植物细胞膜上的

具有高度选择性的水通道特异小分子跨膜蛋白质家

族。 AQPs 广泛分布于机体组织细胞中,参与水的

分泌、吸收及细胞内外水的平衡。 而器官的许多生

理功能都有水分子的参与,同时许多脏器疾病如肺

水肿涉及肺内水运动平衡的紊乱[7]。 血气屏障及肺

表面活性物质是肺内液体转运的屏障。 肺泡与肺部

表 1　 甲硫醇暴露不同阶段 SD 大鼠血清生化指标水平

Table 1　 Serum biochemical index values of SD rats at different stages of exposure to methylmercaptan

指标

Parameter

10 d 20 d 30 d

对照

Control

暴露

Exposure

对照

Control

暴露

Exposure

对照

Control

暴露

Exposure

STP/(g·L-1 ) 54.5±2.07 52.1±2.40 53.0±2.41 54.6±5.32 64.5±8.05 61.0±2.83

ALB/(g·L-1 ) 26.6±1.37 24.8±1.60 25.17±1.30 26.00±2.83 27.00±2.55 26.67±0.82

A/G 0.95±0.08 0.92±0.10 0.87±0.06 0.85±0.05 0.72±0.07 0.78±0.08

TBIL/(mg·L-1 ) 1.82±0.31 1.28±0.56 0.95±0.33 1.28±0.35 1.17±0.58 1.40±0.72

DBIL/(mg·L-1 ) 0.73±0.15 0.80±0.48 0.52±0.33 0.53±0.23 0.55±0.34 0.75±0.53

ALT/(IU·L-1 ) 66.1±12.2 71.1±14.7 59.8±10.4 65.1±24.4 72.8±36.8 68.2±14.2

ALP/(IU·L-1 ) 234±45.5 244±66.7 203±65.4 203±28.8 159±66.4 197±68.4

ASTm/(IU·L-1 ) 42.6±20.2 34.3±12.2 33.4±15.6 38.7±13.4 30.00±8.38 32.0±5.66

AST/(IU·L-1 ) 160±42.9 160.8±52.6 150.67±52.7 232±176 164.50±48.50 179±29.5

LDH/(IU·L-1 ) 783±276 1 107±257 1 107±677 1 750±716 975±275 1 053±107

CREA/(mg·L-1 ) 32.0±2.10 32.6±2.25 32.8±3.35 33.5±3.94 37.1±4.27 37.3±4.59

UREA/(mmol·L-1 ) 5.77±1.31 5.02±0.37 5.42±0.25 6.22±0.46** 6.62±0.90 6.45±0.67

GLU/(mg·L-1 ) 12.0±1.45 14.2±1.33* 12.5±1.97 13.4±7.04 13.5±3.70 12.8±2.21

UA/(μmol·L-1 ) 101±16.1 94.5±21.2 109±35.0 132±76.3 168±71.6 120±22.6

CysC/(mg·L-1 ) 0.18±0.04 0.12±0.06 0.13±0.01 0.14±0.01 0.11±0.04 0.11±0.03

CK/(IU·L-1 ) 3 043±2 058 4 130±2 293 2 097±1 293 2 223±707 2 641±1 479 3 908±1 876

CK-MB/(IU·L-1 ) 852±305 928±390 721±193 1 196±264** 671±286 760±104

ACE/(IU·L-1 ) 287±26.9 250±21.5* 200±34.2 201±26.7 259±44.0 258±18.2

注:STP 表示总蛋白,ALB 表示白蛋白,A/G 表示白蛋白/球蛋白,TBIL 表示总胆红素,DBIL 表示直接胆红素,ALT 表示丙氨酸氨基转移酶,ALP
表示碱性磷酸酶,ASTm 表示天门冬氨酸氨基转移酶,AST 表示天冬氨酸转氨酶,LDH 表示乳酸脱氢酶,CREA 表示肌酐,UREA 表示尿素,
GLU 表示葡萄糖,UA 表示尿酸,CysC 表示半胱氨酸蛋白酶抑制剂 C,CK 表示肌酸激酶,CK-MB 表示肌酸激酶同工酶,ACE 表示血管紧张素

转换酶;数值表示为平均值±SEM,n=10;*P<0.05、**P<0.01,与对照组相比。
Note: STP stands for serum total protein; ALB stands for albumin; A/G stands for albumin/globin; TBIL stands for total bilirubin; DBIL stands for direct

bilirubin; ALT stands for serum total protein; ALP stands for alkaline phosphatase; ASTm stands for aspartate aminotransferase isoenzyme; AST stands for

aspartate aminotransferase; LDH stands for lactate dehydrogenase; CREA stands for creatinine; UREA stands for carbamide; GLU stands for glucose; UA

stands for uric acid; CysC stands for Cystatin C; CK stands for creatine kinase; CK-MB stands for creatine kinase isoenzymes; ACE stands for angiotensin

converting enzyme; values are expressed as mean±SEM, n=10; *P<0.05, **P<0.01, compared with control group.
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图 2　 对照组和暴露组肺组织的病理学特征

注:苏木精-伊红(H&E)染色(×200)。

Fig. 2　 Histological appearances of the lung tissue of control and exposure groups
Note: Hematoxylin and eosin (H&E) stain (×200).

图 3　 暴露 30 d 后肺组织中 AQP4 和 MMP-9的变化(×200)及定量分析

注:*P<0.05、**P<0.01,n=5。

Fig. 3　 Changes of AQP4 and MMP-9 in lung tissue (×200) and quantitative analysis after 30 d of exposure
Note: *P<0.05,**P<0.01, n =5.
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毛细血管紧密相连,由肺泡表面液体层、Ⅰ型肺泡细

胞与基膜、薄层结缔组织、毛细血管基膜与内皮组成

血气屏障,有助于气体快速扩散;肺表面活性物质由

肺泡Ⅱ型上皮细胞分泌,是一种复杂的脂蛋白,分布

于肺泡液体分子层表面,具有降低肺泡表面张力的

作用,能维持大小肺泡容量的相对稳定,阻止肺泡毛

细血管中液体向肺泡内滤出至肺组织中。 因此,肺
组织内血气屏障的存在与肺泡表面活性物质一起构

成了肺内液体转运的屏障,保护肺组织免受损伤。
AQPs 的表达还受生长因子、炎性介质的调节。 病

毒感染致肺炎及脂多糖致肺损伤时,肺组织中

AQP1 和 AQP5 表达下调,AQPs 参与水或其他分子

跨膜转运的分子生物学机制是参与肺水调节的基

础[8-10]。 各种肺损伤及肺内积液常伴有肺内水运动

的紊乱及 AQPs 的改变,因此,研究水通道蛋白与肺

脏疾病及肺内水运动的平衡关系对毒物暴露效应具

有重要意义。 有研究发现,在缺氧时星形胶质细胞

内 AQP4 表达较对照组明显减少,而复氧后蛋白表

达升高并因时间延长明显增加[11]。 Yamamoto 等[12]

也有相似的研究结果,缺氧条件下,星形胶质细胞内

AQP4 蛋白的表达减少低于正常表达。 甲硫醇暴露

组大鼠 AQP4 表达显著降低,由此推测,暴露导致肺

部产生缺氧环境,在此条件下,AQP4 蛋白的表达减

少,导致了肺泡-毛细血管间水转运障碍,可能进一

步导致液体在肺泡腔、肺间质的积聚。
细胞外基质(ECM)位于上皮或内皮细胞下层或

结缔组织细胞周围,为组织、器官甚至机体的完整性

提供支持并参与相关生理活动,其成分主要是一些

多糖和蛋白质,或蛋白多糖。 ECM 除了具有连接、
支持、保水、抗压及保护等物理学作用,在细胞的基

本生命活动中发挥着全方位的生物学作用。 ECM
组成的变化常常与疾病的发生发展有紧密联

系[13-15]。 气道基底膜增厚是哮喘气道重塑的特征性

改变,肺组织上皮的 ECM 蛋白大量沉积是哮喘气

道重塑的重要组成部分。 基质金属蛋白酶(MMPs)
是一组 Zn 或 Ca 依赖的 ECM 降解酶。 MMPs 对降

解细胞外基质有着主导作用。 MMPs 在支气管哮喘

患者气道炎症及组织重塑中发挥重要作用。 许多研

究者对支气管哮喘患者的诱导痰液、支气管肺泡灌

洗液(BALF)、肺活检标本以及体外培养的巨噬细胞

进行了 MMPs 检测分析,其 MMP-9 产生明显增高。
MMP-9 主要来源于嗜酸细胞、巨噬细胞和中性粒细

胞。 MMP-9 可降解Ⅳ型胶原、纤维连接蛋白等

ECM,MMP-9 正常释放可以维持 ECM 稳定[16]。 若

其比例失衡,则 ECM 沉积使上皮下纤维化[17]。 Bar-
baro 等[18]通过研究呼出气冷凝液中 MMP-9 表达与

第一秒用力呼气容积等的相关性证实,MMP-9 在不

同的哮喘表型中有不同程度的释放,随哮喘及气道

重塑的加重而增加并在哮喘急性发作时表达进一步

增加,可作为哮喘持续气道重塑的标志物。 MMP-9
表达与哮喘患者肺功能成负相关,提示 MMP-9 可

用于评估哮喘严重程度、监测气道重塑。 哮喘早期

也可通过检测 MMP-9 来评估气道重塑,并作为哮

喘预测性生物标志物。 免疫组化法结果显示,甲硫

醇亚慢性暴露 30 d 后大鼠肺组织和海马组织中

MMP-9 表达水平明显上调。 肺组织病理切片和湿

干重比变化规律和上述结果相互印证,肺组织切片

可观察到支气管、血管周围炎性细胞浸润,暴露诱导

了气道/肺部炎症。 中性粒细胞分泌氧自由基、炎症

因子、炎症介质和各类蛋白酶,包括弹性蛋白酶、基
质金属蛋白酶等,可促进炎症形成和肺泡破坏。 上

述这些结果提示了毒物进一步引发肺气肿或者哮喘

等呼吸道疾病的可能性。
低浓度甲硫醇亚慢性暴露对大鼠肺组织的产生

一定损害,湿干重比显著增加,组织损伤程度随暴露

时间增加呈现加重趋势,肺泡气道阻塞,腺体增生,
中性粒细胞浸润、水肿和间质浸润进一步加剧,暴露

组的气管和支气管周围有大量炎性渗出物,暴露组

的肺组织中 AQP4 表达下调,MMP-9 表达上调,提
示暴露可能导致肺气肿或者哮喘等呼吸道疾病。

通讯作者简介:方晶晶(1978—),博士,副研究员,硕士生导

师,主要研究方向为密闭环境化学有害物质检测及控制。
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