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　　摘要:目的　研究鱼藤酮对大鼠原代培养星形胶质细胞钙 /钙调素依赖性蛋白激酶Ⅱ (CaMKⅡ)活性的影响。方

法　MTT法检测染毒星形胶质细胞活力 , 激光共聚焦结合 Fluo-4荧光法动态测定细胞内游离钙浓度 ([ Ca2+] i), 采

用 RT-PCR技术检测 CaMKⅡα和 CaMKⅡ β mRNA的表达 , Western-blot技术观察磷酸化 CaMKⅡ蛋白活性的变化。结

果　1.0和 2.0 μmol/L鱼藤酮染毒时星形胶质细胞活力明显降低 , 染毒星形胶质细胞 [ Ca2+] i呈浓度依赖性升高 ,

CaMKⅡα亚基 mRNA明显下调 (P<0.05), CaMKⅡ蛋白活性显著降低 (P<0.01)。结论　鱼藤酮染毒星形胶质细

胞内游离钙浓度的升高 , CaMKⅡ基因表达和蛋白活性显著降低 , 可能是其诱导神经细胞变性损伤的重要原因之一。
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Abstract:Objective　TostudythetoxiceffectsofrotenoneontheactivityofCaMKⅡ inprimaryculturedastro-

cytes.Methods　MTTassayandmorphologicalobservationwereusedtoevaluatethetoxicityofrotenoneonastrocytes, intracel-

lularcalciumconcentrationsweremeasuredbyconfocallaserscanningmicroscopyandFluo-4 fluorescencedyeingtechniques,

theexpressionofCaMKⅡαandCaMKⅡ β mRNAweredetectedbyRT-PCR, andtheactivityofphosphory-CaMKⅡ protein

wasmeasuredbyWesternblot.Results　Theviabilityofculturalcellswassignificantlydecreasedaftertreatedwith1.0and2.0

μmol/Lrotenone, rotenonewasshowedtoincreaseintracellularcalciumconcentrationinadose-dependentmanner, theexpres-

sionofCaMKⅡαmRNAdecreasedsignificantlyin1.0 and2.0 μmol/Lrotenoneintoxicationgroups(P<0.05), buttheex-

pressionofphosphory-CaMKⅡ enhancedobviously(P<0.01).Conclusions　Theelevationofastrocytes[ Ca2+] iandthein-

hibitionofCaMKⅡ activityinducedbyrotenonemaybethemainreasonofitsneurotoxicityonCNS.
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　　鱼藤酮是一种线粒体抑制类农药 , 目前已广泛应

用于农作物的害虫防治。研究证实 , 长期接触鱼藤酮

能选择性诱导中脑多巴胺神经元变性损伤 , 动物产生

类似帕金森病的行为学症状 , 但详细机制尚不完全清

楚
[ 1]
。其中 , 胶质细胞所起作用的研究日益受到重

视 。钙调素依赖性蛋白激酶 Ⅱ (CaMKⅡ)是一种钙

离子依赖的多功能蛋白激酶 , 在体外可磷酸化 40多

种蛋白质 , 包括大多数代谢酶 、 结构蛋白 、 离子通

道 、激素受体和核转录因子等 , 在细胞生物合成 、 神

经递质胞吐和突触可塑性等过程中发挥重要作用
[ 2]
。

本文以原代培养星形胶质细胞为实验对象 , 观察体外

鱼藤 酮染 毒 对星 形 胶质 细 胞内 游 离钙 浓 度

([ Ca
2 +
] i)和CaMKⅡ活性的影响 , 以期为探讨神

经退行性疾病的发病机制提供实验资料。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

鱼藤酮纯度 97.6%购自 Sigma公司 , Tripure购

自 Roche公司 , DMEM/F12培养基购自 Gibco公司 ,

磷酸化 CaMKⅡ抗体购自南宁中科 , 考马斯亮蓝试剂

盒由南京建成生物公司提供 。MastercyclerPCR仪购

自 Eppendorf公司 , 半干转印槽购自 Bio-Rad公司 。

1.2　建立星形胶质细胞鱼藤酮染毒模型

原代星形胶质细胞的培养 、纯化和鉴定参照文献

[ 3] 操作。培养的星形胶质细胞于对数生长期加入

鱼藤酮工作液处理 , 使其终浓度分别为 0.0 , 0.1,

0.5, 1.0和 2.0μmol/L, 对照组加入等体积的无血

清培养基。

1.3　染毒星形胶质细胞形态观察

将制备的细胞悬液接种于 24孔培养板中 , 用含
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有 20%胎牛血清的培养液培养 5 d, 待细胞基本长满

孔壁后 , 换成含 0.0, 0.1, 0.5, 1.0和 2.0 μmol/L

鱼藤酮的培养液 。各设 2个平行孔 , 培养 24h后 , 观

察鱼藤酮对星形胶质细胞的影响 , 摄像记录。

1.4　MTT法检测星形胶质细胞活力

将制备的细胞悬液接种于 96孔培养板中 , 接种

密度为 5.0×10
4
/ml。待细胞基本长满孔壁后 , 换成

含 0.0、 0.1、 0.5、 1.0和 2.0μmol/L鱼藤酮的培养

液 200 μl。每组设 6个平行孔 , 培养 24 h后每孔加

入 20μlMTT继续培养 4 h, 然后各孔加入 150 μl二

甲基亚砜溶解紫色结晶 , 于酶标仪上测定 OD490值 ,

吸光度值的大小反映胶质细胞成活数量及活性 。

1.5　激光共聚焦技术检测星形胶质细胞内游离钙离

子浓度

参照文献 [ 4]操作并略作修改。细胞长满瓶底后 ,

按 1×10
5
密度传代至 6孔板 ,板内每孔内置一盖玻片 ,

待细胞长至 80%玻片表面时即用作实验。加入 Fluo-4/

AM于培养箱中避光负载 30 ～ 45min。用负载溶液漂洗

细胞 2次 ,去除未进入胞内的 Fluo-4/AM,每孔加入适量

负载溶液后避光送检。设置激发波长为 300nm,发射波

长 456nm;设定扫描间隔为 10.0 s,于第一次扫描末分

别加入 0.1、0.5、1.0和 2.0μmol/L鱼藤酮 ,动态观察细

胞内游离钙离子浓度变化。

1.6　RT-PCR检测CaMKⅡα和CaMKⅡβ mRNA的表达

按 Tripure试剂说明书提取各实验组细胞总

RNA, PCR引物参照文献 [ 5] 设计 , 由上海英骏生

物技术公司合成 。设 GAPDH(542 bp)阳性产物为

对照 , CaMKⅡα和 CaMKⅡ β扩增片段长度分别为

110bp和 167bp, CaMKⅡα:上游引物 5′-CAGCAA-

CATCCAAGGGAGAGCCAGC-3′和下游引物 5′-AGA-

CAGACCACCGCTCCGGCCACAAT-3′;CaMKⅡ β:上

游引物 5′-GGGAGGGATCCTTTGGGGCTGGTGAT-3′和

下游引物 5′-TCCGTCCTGCCCCATTGAAGGACCA-3′。

1.7　Western-blot检测磷酸化 CaMKⅡ蛋白活性

提取各实验组大鼠细胞膜蛋白 , 考马斯亮蓝试剂

盒进行蛋白定量 。经 11%SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后 ,

采用半干电转移法转移蛋白至 PVDF膜;PVDF膜用含

5%脱脂奶粉的 PBST封闭 , 4 ℃过夜;而后加入1∶400

稀释的兔抗磷酸化 CaMKⅡ抗体 , 37 ℃孵育 1h, 再与

1∶1 500稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育

3 h, 同时加入 1∶5 000稀释的内参照GAPDH;最后

DAB溶液显色并用图像分析软件进行分析 。

1.8　统计学分析

实验数据用x±s表示 , 采用 SPSS10.0软件进行

方差分析和 t检验。

2　结果

2.1　鱼藤酮对星形胶质细胞形态的影响

正常星形胶质细胞为扁平梭形或星形 , 有细长突

起 , 胞浆丰富 , 胞核较大 (图 1), 0.1 μmol/L鱼藤

酮染毒细胞形态未见明显改变 , 0.5 μmol/L鱼藤酮

染毒 24 h可引起明显的细胞形态变化 , 细胞胞体折

光增强 , 细胞间隙增大 , 有少量细胞圆缩肿胀或脱

壁;随着染毒剂量的增大 , 损伤程度明显加重 , 胞浆

内出现中毒颗粒 , 细胞数量明显减少 (图 2)。

2.2　鱼藤酮对星形胶质细胞活力的影响

鱼藤酮浓度越高则细胞活力越低 (表 1), 与正

常对照组比较 , 0.1、 0.5 μmol/L鱼藤酮染毒星形胶

质细胞活力未见明显降低 , 而 1.0和 2.0 μmol/L鱼

藤酮染毒星形胶质细胞活力分别下降 11.3%和

20.1% (P<0.01)。
表 1　鱼藤酮染毒星形胶质细胞活力变化 (n=6, x±s)

组别 浓度 (μmol/L) 细胞活力 (OD490)

对照组 0 0.488±0.017

鱼藤酮 0.1 0.481±0.020

0.5 0.469±0.010

1.0 0.332±0.020＊

2.0 0.290±0.016＊

　　与对照组比较 , ＊P<0.01

2.3　鱼藤酮对星形胶质细胞 [ Ca
2 +
] i的影响

Fluo-4 /AM负载星形胶质细胞后 , 分别加入浓度
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为 0.1、 0.5、 1.0和 2.0 μmol/L的鱼藤酮 , 细胞内

荧光强度值逐渐升高 , 静息时分别为 101.38 ±

13.50、 105.06 ±14.26、 103.95 ±14.55和 94.12±

10.68 (n=4), 达到最高点时强度分别为 118.76±

13.85、 140.26±15.60、 182.99±10.67和 193.92±

11.21。 0.5、 1.0和 2.0μmol/L鱼藤酮染毒组最高点

时强度均显著高于静息水平 (P<0.01), 峰值时荧

光强度增加值 (ΔF)分别为 35.15±6.19、 79.05±

5.22和 99.79±8.65, ΔF呈剂量依赖性升高 。

2.4　鱼藤酮对星形胶质细胞 CaMKⅡαmRNA表达的

影响

与正常对照组比较 , 0.1 μmol/L鱼藤酮染毒对

星形胶质细胞 CaMKⅡα表达未见明显影响 , 0.5、

1.0和 2.0μmol/L鱼藤酮染毒组 CaMKⅡα表达显著

降低 (P<0.05), 见图 3。

2.5　鱼藤酮对星形胶质细胞 CaMKⅡβ mRNA表达的

影响

实验结果显示 , 与正常对照组比较 , 各浓度鱼藤

酮染毒组星形胶质细胞 CaMKⅡ β mRNA表达未发生

明显改变 (P>0.05), 见图 4。

2.6　鱼藤酮对星形胶质细胞磷酸化 CaMKⅡ蛋白活

性的影响

目的蛋白的表达量以各组蛋白的灰度值与内参照

GAPDH的灰度值比值 (Rv=ODx/ODGAPDH)表示。

实验结果显示 , 各染毒组磷酸化 CaMKⅡ蛋白活性随

着鱼藤酮浓度的增加而升高 , 鱼藤酮浓度为 1.0

μmol/L和 2.0 μmol/L时 , 与对照组比较具有统计学

意义 (P<0.01), 见图 5。

3　讨论

大量研究表明 , 神经退行性疾病的病理过程不仅

1:对照组 , 2: 0.1μmol/L, 3: 0.5μmol/L, 4: 1.0μmol/L, 5:

2.0μmol/L

图 5　鱼藤酮对大鼠星形胶质细胞磷酸化 CaMKⅡ蛋白表达

的影响

包括神经元的变化 , 而且包括神经胶质细胞增生 、 退

变或萎缩。在病理条件下 , 功能改变的星形胶质细胞

可能是帕金森病等神经退行性疾病发生 、 发展的始动

因素或促进因素
[ 6]
。

本实验发现 , 当鱼藤酮染毒浓度达到 0.5 μmol/

L以上时 , 细胞出现圆缩肿胀或脱壁 , 细胞数量减

少 。鱼藤酮染毒浓度越高 , 星形胶质细胞活力越低 ,

并存在明显的剂量依赖关系 , 提示鱼藤酮对体外培养

的星形胶质细胞具有明显的毒性作用。 Parpura等
[ 7]

学者认为 Ca
2 +
不仅是星形胶质细胞内以及细胞间重

要的信使分子 , 而且可将胶质细胞内 Ca
2 +
浓度的变

化和钙波的传导视为胶质细胞兴奋性的表现形式。实

验结果显示 , 鱼藤酮诱导星形胶质细胞 [ Ca
2 +
] i升

高 , 且随着鱼藤酮浓度的增加 , [ Ca
2+
] i增高的趋势

更为明显。一方面破坏了星形胶质细胞与神经元之间

的信息传递;另一方面促使星形胶质细胞逆向释放谷

氨酸等兴奋性神经递质 , 对神经元产生损伤作用。这

是否为鱼藤酮诱发中脑神经元细胞活性降低甚至死亡

的机制之一 , 有待于进一步研究加以证实 。

CaMKⅡ是 Ca
2+
/CaM依赖的蛋白激酶家族中的

主要亚型之一 , 在生理和病理状态下都发挥重要作

用 。CaMKⅡ通过对其下游底物的催化作用 , 将细胞

内钙离子浓度的变化转化为一系列生理生化反应。

CaMKⅡ一个重要的特征是 , 其 α亚基的 256位苏氨

酸残基发生磷酸化以后 , 转变为钙调素非依赖的活性

状态。这就使得细胞内很小幅度的钙浓度的变化也能

通过 CaMKⅡ转化成持续的信号 , 并以多种途径向后

传递
[ 8]
。本实验研究发现 , 鱼藤酮染毒星形胶质细

胞 CaMKⅡα亚基 mRNA表达显著降低 , 但 CaMKⅡ β

亚基未见明显改变 , 提示 CaMKⅡα亚基可能与该激

酶生物活性的关系更为密切。蛋白活性检测发现 , 鱼

藤酮染毒的星形胶质细胞磷酸化 CaMKⅡ活性显著升

高 , 说明鱼藤酮染毒引起星形胶质细胞钙超载时 ,

CaMKⅡ磷酸化作用增强 , 引起磷酸化 CaMKⅡ表达

增强 , 最终导致 Ca
2+
依赖的 CaMKⅡ活性下降。
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[ Ca
2+
] i升高可激活依赖于 Ca

2+
/CaM的 CaMKⅡ ,

鱼藤酮中毒导致该酶活性反而下降的原因可能是鱼藤

酮诱导的胞内钙超载 , 使 CaMKⅡ Thr286发生自身

磷酸化 , 从 Ca
2+
依赖形式转变为非 Ca

2+
依赖而活化 ,

活性持续存在 , 而 Ca
2+
依赖活性显著下降 。鱼藤酮

诱导 [ Ca
2+
] i升高和 CaMKⅡ活性下降是否影响神经

递质 (如谷氨酸)的摄取和释放 , 从而对神经元产

生损伤作用 , 仍有待于深入研究。
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服用中药致铅中毒 55例报告
Reporton55 casesofleadpoisoningcaused

byplumbicfolkprescription

彭延洁 , 于永红 , 谷晓新

(济南市职业病防治院 , 山东 济南　250013)

1　临床资料

1.1　一般资料

本院 1997年 12月至 2006年 12月住院的铅中毒病人中有

55例是服中药所致 , 其中男 38例 、 女 17例 , 年龄 7 ～ 72岁 ,

平均 34.6岁。服药至发病最短 5d、 最长 3个月。服药原因:

治疗银屑病 32例 、 癫痫 13例 、 性病 10例 , 均为服含铅 (黄

丹 、 樟丹 、 密陀僧)偏方所致。

1.2　临床表现

均以 “腹绞痛 ” 主诉入院 , 伴有面色苍白 、 全身冷汗 、

恶心 、 呕吐 、 头痛 、 头晕等症状 , 病人食欲差 、 腹胀 、 便秘。

查体:有 11例血压升高 (165 ～ 140/100 ～ 90 mmHg), 齿龈

有蓝黑色 “铅线” , 心率加快 8例 (100 ～ 115次 /min), 双肺

均未闻干 、 湿性 音 , 肝肋下 2 cm2例 , 脐周压痛 , 肠鸣音

减弱或消失。

1.3　实验室检查　病人入院后测晨尿尿铅值为 0.70 ～ 45.85

μmol/L, 尿粪卟啉 (++～ ++++), 8例血红蛋白低于正

常 (8.0 ～ 10.4 g/L), 红细胞 2.6×1012 /L～ 4.1×1012 /L, 10

例检测点彩红细胞 0.2% ～ 1.5% (正常参考值 <0.01%), 网

织红细胞 1.5% ～ 2.5% (正常参考值 0.5% ～ 1.5%), 未查

红细胞锌原卟啉。 4例肝功能异常 , 出现 ALT、 AST、 γ-GT升

高 , 但未超过正常参考值的 2倍 , B超示肝脏肿大 。根据病
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人的临床症状 、 实验室检查及服药史 , 参照 GBZ37— 2002

《职业性慢性铅中毒诊断标准》 , 诊断为亚急性铅中毒 45例 、

慢性中度铅中毒 10例。

1.4　治疗与转归　病人入院后立即给予 5%葡萄糖 40 ml加

入 10%葡萄糖酸钙 20ml静脉推注 , 肌内注射 654-2 10mg以

缓解腹绞痛 , 便秘者口服通便灵 , 保持大便通畅 , 同时给予

依地酸二钠钙 1 g加入 5%葡萄糖溶液 500 ml静脉滴注 , 隔日

1次 , 3次为 1个疗程 , 1疗程后病人的症状有不同程度的缓

解 , 多数用药 2 ～ 7个疗程 , 平均用药 4个疗程后尿铅恢复正

常。用药期间注意补充维生素 E、 C、 B, ATP、 辅酶 A及微

量元素 , 观察尿常规 、 肝肾功能及心电图。经上述治疗 55例

病人均临床治愈出院 。

2　讨论

铅中毒病人的铅绞痛与外科急腹症不同 , 铅绞痛的特点:

发作前可先有腹胀或顽固性便秘 , 多为突然发作腹部绞痛 ,

剧烈难忍 , 部位多在脐周 , 亦可在上下腹部 , 但疼痛无转移

性 , 也很少发热。每次发作持续数分钟至数小时 , 有时持续

性痛伴阵发性加重 , 发作时面色苍白 、 焦虑 、 急躁不安 、 出

冷汗 、 蜷曲捧腹 , 按压腹部稍缓解 , 腹部可稍紧张 , 无固定

压痛点 , 无明显反跳痛。 应注意与常见的肠梗阻 、 胃穿孔 、

胆结石 、 胆道蛔虫 、 急性阑尾炎及肠系膜动脉栓塞等疾病相

鉴别。

目前 , 含铅偏方在民间应用较广 , 病人滥用及过量使用

含铅中药极易发生中毒。因此 , 对于应用中药偏方导致腹绞

痛病人 , 应分析中药成分 , 及时检查血 、 尿铅含量等 , 如证

实为铅中毒 , 立即停服含铅中药 , 及时用依地酸二钠钙正规

驱铅治疗 , 直到尿铅恢复正常。 同时注意补充维生素及微量

元素 , 以获得满意的治疗效果。同时 , 提示接诊医生一定要

思路开阔 , 全面 、 详细地询问病史 , 系统体格检查 , 对铅中

毒提高认识 , 使病人及时到专业机构就诊 , 以早日解除痛苦。
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