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　　摘要:目的　观察丙烯酰胺对 6J 鼠神经组织离子的影响。方法　采用化学沉淀法电子显微分析技术对 6J 鼠脊髓

背根神经节细胞 、 腓神经轴突及线粒体中的离子改变进行分析。结果　胞质中 K+和 Cl-在实验组均比对照组低 , 但

以第 1周组降低最明显 , Ca++ 、 Na+和 P5+均升高 , 以 Ca++升高最明显。结论　丙烯酰胺中毒后胞浆中 Ca++超载但

总量不变。
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Effect of acrylamide on the ions in nerve tissue of 6J mouse
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Abstract:Objective To observe the effect of acrylamide on the ions in nerve tissue of 6J mouse.Methods The methods of chemi-

cal precipitation electron microanalysis were utilized.Results In one week group , the levels of K+ and Cl - decreased , the levels of

Ca++、 Na+ and P5+ increased.Conclusion Acrylamide may induce the Ca++ increase in cytochylema , but total amount is not

change.
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　　一些急性和慢性损伤 (如缺血 , 汞中毒)对细胞

内外离子的失调已经引起人们的关注
[ 1]
, 其中尤以

Ca
++
的失调更为重要 。Spencer

[ 2]
最早提出丙烯酰胺

(ACR)的病理过程中可能有Ca
++
的参与 , 但对这个

问题的详细研究是近年来由 LoPaehin率领的实验小组

开展的。他们采用冰冻超薄切片电子显微分析法对轴

突 、 线粒体 、雪旺细胞等部位离子改变进行观察 , 但

是目前尚未见到神经元中离子改变的报告。我们采用

化学沉淀法电子显微分析技术对 6J鼠的脊髓背根神

经节细胞 、腓神经轴突及线粒体中的离子改变进行定

性 、 半定量分析 , 观察其动态变化 , 试图发现离子的

改变在ACR病理机制中的作用和变化规律 。

1　材料和方法

6J鼠 24 只 , 体质量 22 ～ 38g , 6 只作为对照组 ,

其余为实验组。实验组动物按 50mg/kg 腹腔注射 1%

浓度的ACR , 隔日一次 , 连续 9次 , 总量 450mg/kg ,

分别在停止注射后 1周 、 3周和 5周时取腰 4 ～ 5的背

根神经节和腓神经 , 将所取材料经水洗后立即放入

2%焦锑酸钾+1%锇酸后固定液中固定 2小时 , 再水
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师 , 研究方向为中毒性周围神经病。

洗2次后梯度乙醇脱水 , Epon环氧树脂包埋并聚合 ,

修块后用超薄切片机切片 , 厚度为1 500 左右 , 在

注满乙二醇的水槽中展片 , 并捞至铜网上 , 不染色 ,

经Hu-5GB真空喷涂仪喷碳后 (厚约 100 以防止标

本被烧坏)备检。将制备完的1 500 厚片放入石墨

样品架上 , 直接装入电镜加电压 , 在电镜下寻找至预

检的部位 , 包括胞质 、轴突和线粒体 , 然后缩小电子

束斑进行能谱测量 。统计学分析采用 x ±s , 实验组

与对照组比较采用 t 检验。

2　结果

2.1　元素的能谱图分析

从计算机绘制出的能谱图上看几种元素的峰较

高 , 从左向右依次是 Na
+
、 P

5+
、 Cl

-
、 K

+
和 Ca

++
。

胞质中的K
+
和Cl

-
在实验组均比对照组低 , 但以第 1

周组降低最明显 , 以后有升高倾向。Ca
++
、 Na

+
和

P
5+
均升高 , 其中以 Ca

++
升高最明显 , 恢复缓慢。线

粒体和轴突中的离子变化规律大致与胞质中相同 , 但

线粒体中Na
+
的变化不显著 , 轴突中 P

5+
的变化不大

(见图 1 ～ 3)。

2.2　元素成分的半定量分析

从上述仪器描述的 X射线能谱图上 , 扣除本底 ,

计算出Xi元素的特征 , X线峰值积分强度 Ixi , 然后

利用下面公式计算出这些元素间的相对浓度 Cxi。K i
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图 1　ACR中毒后神经元胞浆中的离子改变

图 2　ACR中毒后神经元轴突中的离子改变

图 3　ACR中毒后神经元线粒体中的离子改变

　

为Xi元素的 K因子 , 可利用标样由实验测定 。

Cxi=
Ixi

∑K i Ixi

按公式计算出的 Na
+
、P

5+
、Cl

-
、K
+
和 Ca

++
元素

在胞质 、线粒体和轴突中分布的相对浓度(见表 1)。

3　讨论

Ca
++
失调是由可逆到不可逆损伤的重要标志。

近年 LoPachin
[ 3 , 4]
采用电子探针 X 线微分析技术对

ACR中毒大鼠轴突节旁肿胀区和节内非肿胀区进行

详细分析 , 发现节内非肿胀区轴浆内 Na
+
增加 , K

+

降低 , 节旁肿胀区轴浆和线粒体中 Ca
++
增加 , 其机

制不清 , 可能是 ACR所致的特异性改变 。因为 (1)

此变化与神经毒性症状同时出现 , 且发生在后肢无力

和明显的轴突变性之前;(2)以轴突的远端最明显;

　　表 1　胞质 、 轴突和线粒体中 5 种离子的

相对浓度 Cxi (x±s)

离子 胞质　　 轴突　　 线粒体　

Na+

对照 　10.2±2.1 　15.6±3.1 　8.5±1.6

1周 　11.6±2.3 　14.8±2.5 　9.2±1.9

3周 　15.5±3.4＊＊ 　18.1±3.9 　7.8±1.4

5周 　13.3±2.6＊ 　17.9±3.5 　10.1±2.1

P5+

对照 　19.8±4.0 　42.3±9.8 　24.5±5.3

1周 　23.4±5.2 　39.8±9.2 　38.4±8.9＊＊

3周 　21.9±4.2 　41.2±9.8 　32.5±7.5

5周 　26.1±5.8 　42.5±9.6 　33.1±7.6＊

Cl-

对照 　5.0±1.1 　38.1±8.7 　40.3±9.1

1周 　3.7±0.7＊ 　23.6±5.0＊＊ 　36.5±8.2

3周 　4.5±0.9 　25.3±5.4＊ 　34.3±7.5

5周 　5.3±1.2 　31.9±7.1 　38.2±8.6

K +

对照 　7.2±1.9 　40.7±9.2 　44.2±10.6

1周 　3.3±0.5＊＊ 　31.1±7.5 　29.8±7.3＊

3周 　5.6±1.6 　34.5±7.9 　32.1±6.9＊

5周 　4.8±1.1＊ 　36.8±8.5 　34.5±7.1

Ca ++

对照 　1.2±0.3 　2.8±0.8 　4.3±1.1

1周 　4.5±1.1＊＊ 　4.8±1.1＊＊ 　5.9±1.5

3周 　3.8±0.9＊＊ 　4.0±0.9＊＊ 　5.1±1.2

5周 　3.0±0.8＊＊ 　3.5±0.7 　4.0±0.8

　　＊与对照组相比 P<0.05, ＊＊与对照组相比 P<0.01。

(3)功能的恢复与轴浆内元素成分的恢复相关
[ 3]
。我

们的结果表明:胞质 、轴突和线粒体中 Ca
++
在实验

组均比对照组升高 , 以胞质第 1周组最明显 , 以后下

降 , 第 5周仍明显高于正常 , 与 LoPachin等报告的基

本一致 。Ca
++
升高伴 Na

+
的升高 , K

+
的降低 。病理

结果表明:ACR病理改变第3周最显著 , 而离子改变

第1周最明显 , 即胞质离子变化在先 , 轴突病理变化

在后 。

产生Ca
++
增加的机理不清 , 曾经认为是继发或

非特异的结果。由于神经微丝聚集或滑面内质网增多

所致的轴突肿胀可能引起轴膜功能紊乱或激活对牵拉

敏感的离子通道而提高非特异性 Ca
++
流入

[ 5]
。随着

研究不断深入 , 目前认为 Ca
++
是经 Na

+
/Ca

++
交换

途径进入细胞
[ 6]
。通常这种交换方式是利用Na

+
的跨

膜梯度使 Ca
++
排出

[ 7]
, 然而 , 膜的去极化或轴浆内

Na
+
升高导致 Na

+
/Ca

++
交换的逆转 , 使 Ca

++
进入轴

浆内去交换 Na
+
。已有研究证明 ACR抑制 Na

+
/K

+
-

ATP 酶 , 此酶在有髓纤维中呈节旁-节性分布 , 在空

间上与ACR产生的节旁肿胀相一致。酶被抑制可能

是由于 (1)直接的神经毒易感酶的干扰;(2)能量

代谢的抑制;(3)远端轴突蛋白激酶 C的激活
[ 8]
;或

者是由于Na
+
/K

+
-ATP 酶的顺行性运输的降低

[ 9]
。

Na
+
/K

+
-ATP酶是维持 Na 跨膜梯度的基础 , 这
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个酶被抑制将导致Na
+
经离子通道进入轴浆内。如上

所述 , Na
+
和 K

+
梯度的丧失伴随着膜的去极化发生 ,

为Na
+
/Ca

++
交换的开放提供了一个必要的环境 , 引

起了 Ca
++
的内流 , 结果引起由 Ca

++
始动的轴突变

性。我们认为 , 钙离子在 ACR病理过程中的作用是

钙在胞浆中的超载 , 即钙离子在膜内外的分布发生变

化 , 由膜外向膜内转移 , 钙离子的总量是不应该发生

变化的。经 Na
+
/Ca

++
交换的非生理性浓度的 Ca

++

内流最初大多数可以被线粒体缓冲 , 一少部分被滑面

内质网和膜上的Ca
++
-ATP酶缓冲 。然而 , 在ACR中

毒时肿胀轴突中的缓冲能力被破坏 , 神经微丝在节旁

的过度累积和随之发生的变性表明 Ca
++
的内流可能

引起局部 Ca
++
依赖激酶和蛋白酶的激活 , 这些酶对

细胞骨架的完整性有重要作用 , 并可以是变性的中间

媒介 。ACR也可直接干扰细胞骨架的完整性
[ 10]
。连

续发生的轴突的破坏和 Ca
++
内流可以促使轴浆的崩

解和远端轴突变性 。ACR产生的变性在远端轴突逆

行性进展 , 这种变性形式可能与由近端向远端的细胞

体中轴浆物质的运输障碍有关 。

了解Ca
++
进入轴突的途径是深入研究化学毒物

和其他类型神经损伤所致病理过程的基础 , Ca
++
进

入的分子机制可能是发掘有效治疗药物的焦点 , 对预

防或限制可逆性轴突损伤有一定意义。
(本文系作者在日本产业医科大学研修期间所做研究工作的一部

分 , 得到日本大西晃生教授的全力支持 , 特此致谢 !)
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