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镍致小鼠中枢神经毒性机制的研究
孙应彪 , 朱玉真

(兰州医学院公共卫生学院 , 甘肃 兰州　730000)

　　摘要:对小鼠脑内微量注射硫酸镍 0.2 mg/kg , 0.4 mg/kg , 0.8 mg/ kg 一次性染毒 , 制备脑突触小体。检测脑组织

Ca2+-ATP ase活性 、 钙调素 (CaM)以及丙二醛 (MDA)、 还原型谷胱甘肽 (GSH)含量和超氧化物歧化酶 (SOD)活性。

结果显示 , 硫酸镍明显抑制脑突触小体膜 Ca2+-ATPase活性 , 使 CaM 含量降低;脑组织中 MDA含量升高的同时 SOD 活

性受抑制 , 并引起GSH 含量减少。说明硫酸镍可导致钙稳态失衡 , 同时引起神经细胞脂质过氧化作用增强而致脑损伤。

关键词:硫酸镍;中枢神经;腺苷三磷酸酶 (ATPase);钙调素;脂质过氧化
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A study on the mechanism of central nervous system toxicity caused by nickel in mice

SUN Ying-biao , ZHU Yu-zhen

(School of Public Health , Lanzhou Medical College , Lanzhou 730000 , China)

Abstract:Nickel sulfate at varied doses of 0.2 mg/ kg , 0.4mg/ kg and 0.8mg/kg , respectively , was injected intracerebrally for

mice.The cerebral synaptosome was prepared.Activity of Ca2+-ATPase, the contents of calmodulin (CaM), malondialdehyde

(MDA), GSH and activity of SOD in the brain were measured with enzyme and biochemical analysis.Results showed that activities of

Ca2+-ATPase and SOD in the cerebral synaptosome were inhibited significantly , its contents of CaM and GSH decreased and its content of

MDA increased in the mice treated with nickel sulfate , indicating nickel sulfate could cause imbalance of stable state of calcium and en-

hancement of lipid peroxidation in nerve cells leading to brain damage.

Key words:Nickel sulfate (NiSO4);Central nervous system;ATPase;Calmodulin;Lipid peroxidation

　　镍既是人体内的微量元素 , 又是环境污染物之一。 大剂

量镍可以致癌 、 致畸 、 致突变 , 并引起机体多器官损伤[ 1～ 3] 。

据报道可溶性镍盐动物急性毒性可致震颤 、 舞蹈症 、 瘫痪等

神经系统症状及中枢神经系统水肿[ 4] , 但其详细机制不清。

本文采用脑内微量注射这一特殊方法对小鼠染毒后 , 检测脑

组织钙-腺苷三磷酸酶Ca2+-ATPase、 SOD活性以及 CaM、 MDA、

GSH的含量 , 以探讨镍致中枢神经损伤的机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

健康昆明种小鼠 40 只 , 雌雄各半 , 体重 18～ 22 g , 由兰

州医学院动物室提供。随机分为 4 组:生理盐水 (NS)组 ,

染毒硫酸镍 0.2 mg/kg、 0.4 mg/ kg、 0.8 mg/kg组。

1.2　方法

1.2.1　小鼠脑内微量注射染毒[ 5] 　将小鼠腹位固定 , 酒精消
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毒。在小鼠两耳连结线与两眼连结线之间 , 稍微离正中线的

头盖骨部位上 , 将 50 μl微量注射器垂直刺入 0.5 cm , 缓慢注

射 , 注射量不超过 20 μl/只。

1.2.2　制备脑突触小体　于染毒后数小时颈椎脱位法处死小

鼠 , 剪开颅骨 , 分离脑组织 , 称重后加入 1∶10 冰冷的 Tris-HCl

缓冲液 (pH 7.4 , 内含 0.25 mol/ L蔗糖 , 1 mmol/L EDTA), 用

玻璃匀浆器制成 10 g/ L 脑组织匀浆。取脑组织匀浆 800 g离心

10 min , 弃沉淀 , 留上清液;然后再以匀浆介质液悬浮 ,

15 500 g离心 30 min , 留沉淀部分再重新离心 1 次 , 剩余沉淀

即为突触小体成分 , 以匀浆介质液悬浮待测 (以上过程均在

0～ 4 ℃条件下进行)。

1.2.3　采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒检测脑突

触小体 Ca2+-ATPase 活性 , 单位以每毫克蛋白每小时反应释放

磷 (P)的μmol数表示。用 Lowry 法[ 6]测定蛋白质。

1.2.4　用 PDE 法测定 CaM 含量[ 7] 　脑突触小体悬浮液在

95 ℃水浴中加热 5 min , 19 500 r/min 离心 60 min , 取上清液制

成 2 mmol/ L CaCl2 溶液 , 利用 PDE 系统间接测定其活力 , 再推

算其含量。以标准 CaM 对 PDE的刺激曲线作为测定的标准曲
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线 , 单位以脑匀浆离心的上清液中每毫克蛋白所含 CaM 的比

活 (U)表示。

1.2.5　取另一部分脑组织匀浆5 000 r/min 离心 10 min , 取上

清液 , 用 TBA法[ 8]检测脑组织中 MDA 含量 , 邻苯三酚自氧化

改进法[ 9]测定 SOD活性 , 用南京建成生物工程研究所生产的

试剂盒测定还原型谷胱甘肽 (GSH)含量。

1.3　统计方法

采用 SPSS10.0 软件包进行方差分析及样本均数两两比较

的 q 检验。

2　结果

2.1　硫酸镍对小鼠脑突触小体ATPase、 CaM 活性和脑组织

MDA 、 SOD、 GSH的影响

表 1　硫酸镍对小鼠脑突触小体ATPase、 CaM 活性和脑组织MDA、 SOD、 GSH 的影响 (x±s)

组别
剂量

(mg/ kg)
动物数

Ca2+-ATPase

[ μmol P/ (h·mg prot)]
CaM (U/mg prot) MDA (nmol/mg prot) SOD (U/mg prot) GSH (mg/mg prot)

生理盐水组 4.5 10 19.30±3.70 1.29±0.15 36.35±4.37 45.17±2.71 0.23±0.11

NiSO4 染毒组 0.2 10 12.35±1.83＊＊ 1.09±0.16＊＊ 43.28±5.45＊＊ 45.13±8.42 0.14±0.05＊

0.4 10 6.95±1.52＊＊ 0.90±0.15＊＊ 52.73±3.26＊＊ 41.30±3.62＊ 0.11±0.04＊＊

0.8 10 3.02±0.46＊＊ 0.84±0.16＊＊ 73.87±6.17＊＊ 32.30±1.28＊＊ 0.05±0.01＊＊

　　与 NS组比较　＊P<0.05 , ＊＊P<0.01

　　由表 1 可见 , 硫酸镍明显抑制脑突触小体 Ca2+-ATPase活

性 , 引起 CaM含量下降 , 且随着剂量的增加其效应明显增强;

脑组织中MDA 含量显著升高的同时伴有 SOD 活性下降及 GSH

含量的减少。

3　讨论

结果表明 , 硫酸镍抑制脑突触小体 Ca2+-ATPase活性 , 引

起 CaM含量下降及脑组织抗氧化能力的降低和脂质过氧化作

用增强 , 可能是其导致脑损伤的机制之一。

Ca2+-ATPase是细胞膜上的跨膜蛋白 , 在维持细胞钙稳态

平衡过程中起重要作用 , 即通过钙泵的主动转运 , 将 Ca2+外

排或促使其进入钙库贮存[ 10] 。 CaM 是各类真核细胞内的 Ca2+

受体 , 它既传递 Ca2+信息 , 也参与细胞内 Ca2+浓度的调节。

当机体 Ca2+-ATPase活性被抑制和 (或)CaM 活性下降时 , 钙

泵向细胞外主动转运Ca2+的能力下降 , 钙库中Ca2+释放增多 ,

细胞内 Ca2+浓度异常增多 , 导致细胞的损伤甚至死亡。 研究

发现[ 11] , 半径与 Ca2+相近 、 外层电子结构能满足 Ca2+结合区

配位键的金属离子 , 可替代 Ca2+而抑制 Ca2+-ATPase活性。较

大剂量的 Ni2+进入中枢神经组织中 , 可能是通过抑制 CaM ,

进而抑制其靶酶———Ca2+-ATPase , 导致Ca2+-ATPase活性降低 ,

神经细胞排 Ca2+能力减弱 , 细胞内 Ca2+浓度持续升高而致神

经细胞损伤;另一方面 , 也可能是 Ni2+占据 CaM 上 Ca2+的结

合位点 , 与 CaM结合成复合物 , 干扰了 CaM正常的调控功能 ,

导致钙库失衡。因此可以推测 , 重金属离子与 CaM 相互作用 ,

可能是重金属中毒的分子基础。

Ni2+进入脑内可产生自由基[ 12] , 攻击神经细胞膜不饱和

脂肪酸烯丙基氢 , 导致膜脂质过氧化 , 从而引起脑组织脂质

过氧化产物MDA 含量升高 , 而其清除物 SOD的活性和谷胱甘

肽含量降低。研究表明[ 13] , 机体细胞膜发生脂质过氧化反应 ,

可引起细胞膜流动性降低 , 脆性增加 , 膜上受体和酶类的功

能改变 , 膜通透性变化如 Ca2+内流 、 钙稳态失调等 , 而致细

胞损伤甚至死亡。 因此 , 硫酸镍抑制脑突触小体膜 Ca2+-

ATPase、 CaM 活性 , 可能是Ni2+致突触小体膜脂质过氧化作用

的结果。
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