
孕哺期染铅对幼鼠脑微量元素 、SOD及细胞凋亡的影响
逯晓波 , 蔡原 , 金亚平 , 安利 , 李北利

(中国医科大学公共卫生学院 , 辽宁 沈阳　110001)

　　摘要:目的　探讨孕哺期铅暴露所致仔代发育期的神经毒性机制。方法　母鼠从妊娠起始至仔鼠出生后 7d 染铅 ,

原子吸收石墨炉法及火焰法测定出生后 7d 仔鼠的血 、 脑铅及脑组织微量元素铜 、 锌含量;同时测定脑组织脂质过氧化

水平 (LPO)及超氧化物歧化酶 (SOD)活性;另外应用原位末端标记 TUNEL法测定脑海马区及附近皮质细胞凋亡数量

的改变。结果　染铅使仔鼠血铅 、 脑铅水平升高 , 脑微量元素铜有下降趋势 , 同时脑 LPO 水平升高 , SOD 活性下降 ,

且海马区附近皮质细胞凋亡数量增加 , 尤其体现在高剂量染铅组。结论　铅的发育神经毒性与中枢神经系统铜等微量

元素的改变 、 抗氧化能力下降及由此所致的细胞凋亡数量增加有关。
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Effect of lead exposure during pregnancy and lactation on trace element level ,

SOD activity and apoptosis in brain of baby-rats
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Abstract:Objective To study the mechanism of neurotoxic effect of lead exposure during pregnancy and lactation on baby-rat.

Method The female rats were administrated with lead from pregnancy to 7th day after delivery , measuring the Pb concentration in blood

and Pb , Cu , Zn concentrations in brain of the baby-rats by atomic absorption spectrophotometry , the LPO level and SOD activity in brain

were also measured.In addition , meanwhile , the number of apoptotic cells at hippocampus and nearby cortex were also detected by in

situ labeling method (TUNEL).Result The results showed that the levels of blood lead and brain lead were increased , the brain Cu

concentration seemed to present some decrease trend with the rise of lead level , and there were increase of LPO level and decrease of SOD

activity in brains of the baby-rats as well;meanwhile the apoptotic cell number also showed some increase in the hippocampus and its

nearby cortex especially in the high dosage group.Conclusion The toxicity of lead on neuron development might related to the change of

trace element concentration , reduction of antioxidation ability and increasing apoptosis in brain.
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　　重金属铅是环境中广泛存在的一种神经毒物 , 能

引起中枢及周围神经系统功能的改变。铅对发育中的

神经系统的损伤作用更加敏感
[ 1]
。流行病学研究和动

物实验证实发育期铅暴露可引起认知能力损害 、 行为

改变及神经功能障碍 , 且这种损害会持续到成年阶

段 , 造成对中枢神经系统不可逆转的损伤。铅对神经

系统的毒性作用机制尚不完全清楚 , 本研究通过大鼠

孕哺期不同剂量染铅获得的幼鼠染铅模型 , 观察了在

幼鼠出生后7 d血铅及脑铅含量 , 同时检测脑组织中

铜 、 锌含量 , SOD活性改变及对海马及其附近皮质的

细胞凋亡状态的影响 , 从而进一步探讨铅的神经毒性

作用机制 。

1　材料与方法

收稿日期:2005-03-28;修回日期:2005-06-17

作者简介:逯晓波 (1969—), 女 , 硕士 , 副研究员 , 主要研究方

向:重金属毒理与肿瘤流行病学。

1.1　动物分组

成年Wistar大鼠 , 分笼饲养 7 d , 按雌雄比 2∶1

合笼 , 以次日凌晨在排泄物托盘中发现阴栓或阴道分

泌物镜检有精子者定为已受孕者 , 并记为妊娠 0 d ,

随机将受孕鼠分为 4组:(1)对照组 (饮蒸馏水);

(2)实验 1组 (饮含 0.05%醋酸铅水);(3)实验 2

组 (饮含 0.1%醋酸铅水); (4)实验 3 组 (饮含

0.2%醋酸铅水);每隔 3 d对孕鼠称重一次。

1.2　染毒

将醋酸铅溶于蒸馏水中 , 实验组从受孕 0 d起饮

用含铅水 , 对照组从受孕 0 d起饮用蒸馏水;直至仔

鼠生后第 7天 , 母鼠经饮水染铅而幼鼠则通过吮吸母

乳而接触铅。动物室温度 18 ～ 23 ℃, 相对湿度为

45%～ 55%, 自由饮水 、摄食。

1.3　取材

于仔鼠出生后 7 d , 断头采血 , 取全脑 , 称重 ,
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取0.2 ～ 0.3 g脑组织用于铅 、 铜 、 锌含量的测定 , 剩

余部分制成组织匀浆分别测定 LPO含量 、 SOD活力。

此外每组随机抽取 2 ～ 3只仔鼠 , 打开胸腔 , 暴露心

脏 , 左心室进针 , 打开右心耳 , 经生理盐水全身灌

流 , 待将血液基本冲净后 , 参照大鼠脑立体定位图

谱 , 取海马及其周围脑区再固定于多聚甲醛溶液 , 用

于细胞凋亡原位标记检测 , 形态学检查 。

1.4　铅 、铜 、锌含量测定

1.4.1　器材的无铅化处理[ 7] 　将取血和测血铅 、 脑

铅过程中所用的离心管 、 加样器 、 塑料管 、 进样管等

置于 20%硝酸液浸泡 48 h , 用去离子水洗净 , 干燥

待用 。

1.4.2　血铅测定　取肝素抗凝血0.1 ml , 加入稀释

液1.0 ml , 震荡 、混匀 , 采用原子吸收分光光度计石

墨炉法测定。

1.4.3　脑铅 、铜 、锌含量测定　将精确称重的脑组

织放入聚四氟乙烯消化罐中 , 加入消化液 , 置于不锈

钢外套中 , 120 ℃消化 2 h , 过夜冷却 , 脑铅采用原

子吸收石墨炉分光光度计法 , 铜 、 锌用原子吸收火焰

分光光度法测定 。

1.5　脑组织脂质过氧化物 (LPO)生成量 、 超氧化

物歧化酶 (SOD)活性测定　LPO 测定采用硫代巴比

妥酸法 , SOD测定采用黄嘌呤氧化酶法。

1.6　海马及其周围皮质凋亡细胞形态观察及记数

———原位细胞凋亡标记技术 (Tunel)

石蜡包埋 , 常规制成 4 μm切片 , 检测前切片常

规脱蜡入水 , 蛋白酶消化 , 采用北京华美公司细胞凋

亡原位标记试剂盒 , 按其说明书基本操作如下:滴加

标记缓冲液 , 将末端脱氧核糖核酸转移酶 TdT 、含有

生物素标记的亲和素 Biotin-11-dUTP 、 标记缓冲液以

2∶2∶16的比例滴加样品片 , 4 ℃湿盒过夜;用 2×SSC

浸泡 20 min;用新鲜配置的 0.3%过氧化氢-甲醇液浸

泡阻止内源性过氧化 15 min;于样品片上滴加亲和素

辣根过氧化物酶 (Avidin-HRP)工作液 50 μl , 37 ℃

湿盒中反应30 min 。DAB显色 、苏木精轻度复染 , 脱

水 、 透明 、常规树脂封片 。以细胞核中发现棕黄颗粒

判定为 TUNEL 阳性细胞。在显微镜 400 倍视野下计

数海马及其周围皮质 TUNEL 阳性细胞 , 细胞记数采

用5点法 (切片上 、 中 、下 、左 、右 5点随机选择视

野)。

1.7　质量控制

血铅的测定按美国疾病控制中心提供的参考血样

作为质控 , 对其他指标的测定分析过程及分析结果也

进行严格的质量控制 。

1.8　数据处理

用SPSS软件进行实验数据整理及分析 , 主要进

行方差分析及两两比较 q检验。

2　结果

2.1　各组仔鼠血铅 , 脑铅 、 铜 、 锌含量比较

表1可见 , 各实验组仔鼠血铅 、 脑铅均显著高于

对照组 , 随着染铅剂量的增加 , 血铅与脑铅含量也随

之增加。实验组与对照组相比 , 脑组织铜含量有下降

趋势 , 0.1%、 0.2%醋酸铅组与对照组相比 , 差异有

统计学意义。

表 1　各组仔鼠血铅 , 脑铅 、 铜 、 锌含量 (x±s , n=15)

组别 血铅(μmo l/L) 脑铅 (μg/g) 脑 Cu (mg/g) 脑Zn (mg/g)

对照组 0.26±0.09 0.06±0.02 0.047±0.008 0.399±0.093

0.05%醋酸铅组1.27±0.34＊ 0.23±0.07＊＊ 0.043±0.003 0.323±0.020

0.1%醋酸铅组 2.02±0.79＊＊ 0.49±0.26＊＊ 0.034±0.011＊ 0.349±0.120

0.2%醋酸铅组 3.34±0.96＊＊ 0.59±0.15＊＊ 0.035±0.014＊ 0.367±0.092

　　与对照组相比 , ＊P<0.05 , ＊＊P<0.01 , 下表同。

2.2　各组仔鼠脑组织 LPO水平及 SOD活性的改变

由表 2可见 , 各实验组与对照组相比 , 脑组织中

LPO含量显著升高;0.1%、 0.2%醋酸铅组 LPO 含

量 、 SOD活力与对照组相比较 , 差异均有显著性 (P

<0.05 , P<0.01)。
表 2　仔鼠脑组织 LPO水平及 SOD活性测定结果

(x±s , n=20)

组别 LPO (nmol/mgHb) SOD (U/mgHb)

对照组 22.02±9.90 31.17±8.91

0.05%醋酸铅组 29.38±5.25 30.66±2.75

0.1%醋酸铅组 33.77±8.33＊ 23.51±7.10＊

0.2%醋酸铅组 33.86±9.71＊＊ 21.14±6.3＊＊

2.3　染铅对幼鼠海马及附近皮质细胞凋亡的影响

由表 3可见 , 随着染铅剂量的增加 , 幼鼠脑海马

区及附近皮质区细胞凋亡数量增加 。0.2%醋酸铅组

与对照组相比 , 其海马附近皮质区 TUNEL 阳性细胞

核数有明显升高 。
表 3　出生后7 d 染铅对仔鼠海马及附近皮质细胞凋亡的影响

(x±s , n=10)

组别 皮质 海马

对照组 17.44±3.32 7.78±1.78

0.05%醋酸铅组 18.09±4.20 7.66±3.35

0.1%醋酸铅组 20.00±4.94 7.50±2.01

0.2%醋酸铅组 21.41±4.03＊ 8.08±1.92
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3　讨论

近年来 , 环境中铅污染对儿童学习记忆能力的损

伤及远期危害已经引起广泛关注。但铅的神经毒性机

制并不完全清楚 , 可能为多途径多因素相互作用的结

果。有研究表明铅能促进活性氧自由基 (ROS)的产

生 , 使脑组织处于氧化应激从而增强脂质过氧化过

程
[ 2]
。超氧化物歧化酶 (SOD)是机体能够清除超氧

阴离子的酶 , 该酶受到抑制 , 必然造成超氧阴离子的

堆积 , 并可通过其他反应生成羟自由基等氧自由基产

物。Hodgson指出 , 超氧阴离子和羟自由基是脂质过

氧化过程的关键因素
[ 2 ,3]

。本研究发现 , 脂质过氧化

程度与 SOD 活力下降间存在平行直接的关系。在真

核细胞中 , 以存在于细胞浆的 Cu , Zn-SOD 为主要形

式 , 且活性最强
[ 3]
。Mylorie 认为 SOD活力下降是由

于铅所致的铜缺乏 , 因为铜在这种酶的反应过程中起

到催化作用[ 4] 。本研究应用原子吸收火焰法测定仔鼠

脑组织中铜 、 锌含量 , 中 、 高剂量组与对照组相比 ,

铜含量有下降趋势。

大量研究表明 , 在神经系统发育过程中 , 细胞凋

亡具有重要的生物学意义[ 5] 。为适应发育进程的需

要 , 整个神经系统处于神经细胞的增殖和自然凋亡的

动态平衡之中。蔡文琴等[ 6] 应用 Tunel法测定大鼠大

脑半球皮层 、 海马 、 基底节区等脑区的神经细胞凋

亡 , 发现高峰期发生在出生后 7 d。Oberto 认为在中

枢神经系统发育期 , 铅导致的神经毒性作用是通过细

胞凋亡来进行的。他们使用出生后 6 ～ 8 d的新生大

鼠小脑颗粒细胞在体外复制铅的神经毒作用模型 , 结

果发现1 μmol/L 铅暴露不影响谷氨酸所致的神经元

细胞坏死 , 但促进了细胞凋亡的发生
[ 7]
。另外 , 可能

在氧化应激和细胞凋亡间存在一些联系 。有报道认为

可引起自由基增多的氟化物能明显引起体外培养软骨

细胞及成骨细胞发生细胞凋亡 , 而加入 SOD后对细

胞凋亡有拮抗作用
[ 8]
。在体内环境中 , 铅能否诱导发

育期神经元细胞的凋亡 , 我们能检索到的国内外的报

道甚少 。本研究结果提示 , 在出生 7 d时 , 高剂量染

铅组仔鼠脑组织海马附近皮质区 TUNEL 阳性细胞核

与对照组相比明显升高。染铅所致铜等微量元素含量

下降造成 SOD活力降低 , 从而使 ROS 增加 , 而 ROS

则可能是细胞凋亡的传递器。故铅的发育神经毒性机

制与微量元素铜缺乏所致 SOD酶活性下降 , 和由此

造成的自由基增加以及由 ROS 所介导的细胞凋亡间

存在密切关系。本研究为铅神经毒性的自由基学说提

供了一些佐证。
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