
　　收稿日期:2008-11-24;修回日期:2009-01-30

作者简介:安丽 (1967—), 女, 副教授 , 主要从事农药毒理学

研究。

·实验研究·

乙体氯氰菊酯对小鼠脑组织谷氨酰胺酶活性

及其 mRNA表达的影响
Effectsofβ-cypermethrinonphosphate-activatedglutaminaseactivityandmRNAexpressioninmousebrain
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　　摘要:健康成年小鼠按体重随机分成 1个对照组及 3个

染毒组 , 每组 10只 , 雌雄各半。染毒组小鼠以灌胃方式分别

给予 20、 40、 80 mg/kg剂量的乙体氯氰菊酯 , 以食用色拉油

稀释受试物质 , 对照组给予等量色拉油。 3 h后处死小鼠 , 采

用分光光度法和 RT-PCR法检测小鼠脑组织谷氨酰胺酶

(phosphate-activatedglutaminase, PAG)活性及其 mRNA水平。

结果 80mg/kg剂量组全部小鼠及 40 mg/kg剂量组 3只小鼠于

染毒 2 h后出现兴奋症状。小鼠脑组织 PAG活性随染毒剂量

的增加而递增 , PAGmRNA水平则随染毒剂量的增加而逐渐

降低 , 其中 , 80 mg/kg剂量组小鼠脑组织 PAG活性及其 mR-

NA水平与对照组相比 , 差异有统计学意义。
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神经毒作用机制一直是拟除虫菊酯毒性研究的热点 , 急

性中毒时主要表现为中枢神经系统的强烈兴奋性症状 , 其发

生发展和脑中兴奋性氨基酸递质含量有很好的相关性 [ 1, 2] 。谷

氨酸 (glutamate, Glu)是哺乳动物中枢神经系统内一种主要

的兴奋性神经递质 , 由于Glu不能穿过血脑屏障 , 脑内Glu主

要由前体物质———谷氨酰胺 (glutamine, Gln)通过 Glu-Gln

循环通路合成和清除 [ 3] 。文献报道 , 拟除虫菊酯染毒大鼠脑

组织对 Glu的清除减少 [ 4 , 5] , 但 Glu合成是否增多未见报道。

谷氨酰胺酶 (phosphate-activatedglutaminase, PAG)是经 Glu-

Gln环路合成 Glu的关键酶和限速酶 , 本研究通过乙体氯氰菊

酯染毒小鼠脑组织 PAG活性及其 mRNA表达的变化 , 探讨该

类药物对哺乳动物的兴奋性神经毒作用机制 , 为中毒防治提

供理论依据。

1　材料与方法

1.1　受试物质

乙体氯氰菊酯 , 分子式 C22H19C12NO3 , 相对分子质量

416.3, 纯度 96%;难溶于水 , 易溶于酮类及芳烃等有机溶

剂 , 于弱酸性 、 中性介质中稳定 , 遇碱分解 , 由黄山农药厂

提供。

1.2　主要试剂和仪器

ADP、L-谷氨酰胺 、谷氨酰胺脱氢酶(Sigma公司), 考马斯

亮蓝 、NAD+(华美公司), RT-PCR试剂盒(TaKaRa大连分公

司), RNAout(天泽公司)。 DNA扩增仪(Biometra德国)、凝胶

成像仪(UVP美国)、凝胶成像分析系统(Kodak美国)、离心机

(RC-5C美国)、紫外可见分光光度计(UV300英国)。

1.3　动物分组及处理

SPF级健康成年昆明种小鼠 , 由中国医科大学实验动物

部提供 , 在温度 (22±4)℃, 相对湿度 55% ±15%, 自然光

照条件下适应性喂养 1周后供试。选择生长状态良好 , 体重

20 ～ 24 g的小鼠 , 按体重随机分成 1个对照组及 3个染毒组 ,

每组 10只 , 雌雄各半。染毒组小鼠以灌胃方式分别给予 20、

40、 80 mg/kg剂量的乙体氯氰菊酯 , 灌胃量为 0.1ml/10 g体

重。以食用色拉油稀释受试物质 , 对照组给予等量色拉油。

实验期间自由摄食及饮水 , 3 h后处死小鼠 , 取脑组织供试。

1.4　检测指标及方法

1.4.1　症状观察　染毒后连续观察并记录小鼠中毒症状出现

的时间 、 中毒表现及死亡情况等。

1.4.2　PAG活性　用预冷 PBS将脑组织制成体积分数为 5%

的匀浆液 , 超声波处理 , 参照文献 [ 6] 测定脑组织 PAG活

性。考马斯亮蓝法 [ 7]测定蛋白含量 , PAG活性检测结果以每

分钟每毫克组织蛋白催化生成的谷氨酸纳摩尔数 [ nmol/

(min· mgPr)] 表示。

1.4.3　PAGmRNA水平　采用 PrimerPrimier5.0软件设计引

物 , 并由大连宝生物工程有限公司合成。 PAG引物序列为

5GAGAAAGTGGAGATCGAAATT3(sense), 5ACCAACATGG-

AACGCAAA3(antisense), 扩增片段为 287bp;β-actin引物序

列为 5TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC3' (sense), 5TAAAA-

CGCAGCTCAGTAACAGTCCG3(antisense), 扩 增 片 段 为

349bp。以动物 RNAout提取脑组织总 RNA, 应用 RT-PCR试

剂盒将 RNA逆转录成 cDNA, 再进行 cDNA扩增。 逆转录条

件:30 ℃ 10min※ 42℃ 30min※ 99 ℃ 5min※ 5℃ 5min;扩

增条件:94 ℃ 5 min1个循环 , 94℃ 30 s※ 50 ℃ 40s※72℃

1 min30个循环 , 72 ℃ 7 min1个循环 , 4℃保留。扩增产物

经 2%琼脂糖凝胶电泳后扫描成像 , 再以凝胶成像分析系统进

行分析。以 β-actin为内参照 , 结果以积分光密度值 (interg-

rateddensityvalue, IDV)的相对比值表示。
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1.5　数据分析

应用 SPSS12.0统计软件对实验数据进行单因素方差分

析 , 检验水准为 0.05。

2　结果

2.1　症状观察

80 mg/kg剂量组 10只小鼠于染毒后 2 h陆续出现兴奋 、

不安 、 痉挛 、 流涎 、 抓搔等中毒症状 , 其中 2只雌鼠出现濒

死状态;40mg/kg剂量组 2只雌鼠及 1只雄鼠于染毒后 2 h出

现轻度兴奋症状;20 mg/kg组小鼠在整个受试期间未见异常。

2.2　PAG活性及其 mRNA水平

PAG活性检测结果见图 1a, 随着染毒剂量的增加 , 各组

小鼠脑组织 PAG活性逐渐升高 , 统计结果表明 , 80 mg/kg剂

量组小鼠脑组织 PAG活性明显高于对照组 (P<0.01)。 PCR

产物经琼脂糖凝胶电泳后扫描结果见图 2, PAG和 β -actin的

cDNA扩增片段均在相应的位置呈现清晰的条带 。凝胶成像分

析结果见图 1b, 随着染毒剂量的增加 , 各组小鼠脑组织 PAG

mRNA水平逐渐降低 , 统计结果表明 , 80 mg/kg剂量组小鼠

脑组织 PAGmRNA水平明显低于对照组 (P<0.05)。

3　讨论

拟除虫菊酯类杀虫剂可致脑内 Glu递质传递紊乱 , 使 Glu

与突触后膜上的受体结合增多 , 进而引发兴奋性神经

毒性 [ 2, 8] 。

具有合成和清除 Glu双重作用的 Glu-Gln循环通路是脑内

Glu代谢主要途径 [ 3]:星形胶质细胞 (astrocyte, AC)提供

Gln, 通过细胞间隙释放到神经元内 , 经 PAG的作用水解成

Glu, 再被转运至突触囊泡 , 释放到突触间隙, AC膜上的谷氨

酸转运体(glutamatetransporter1, GLT-1)将多余的 Glu摄取 (神

经元摄取的极少), 经谷氨酰胺合成酶 (glutaminesynthetase,

GS)的作用重新合成 Gln, 构成 Glu-Gln代谢循环通路。

文献报道 , 拟除虫菊酯可降低大鼠突触体对 Glu的摄取

功能 [ 4] , 大鼠脑皮质 Gln含量明显降低 [ 9] , 海马谷氨酰胺合

成酶的活性受到明显抑制 [ 5] 。本研究发现 , 乙体氯氰菊酯可

使小鼠脑组织 PAG的活性升高 , 其 mRNA水平并未升高 , 反

而下降。提示 PAG的活性增强可能是由于 Gln含量减少而导

致的神经元内 PAG的堆积所致。可能的机制是拟除虫菊酯首

先抑制 GS活性 , 阻止 Glu合成 Gln, 使酶反应的产物——— Gln

含量减少 , 从而使神经元摄取的 Gln减少 , 引起神经元内

PAG堆积 , 负反馈降低其 mRNA水平;而 AC内 Glu的堆积 ,

可负反馈作用于 GLT-1, 使之对 Glu的重摄取减少 , 进而使突

触间隙 Glu不能及时清除 , 引起一系列中枢神经系统的兴奋

症状。

拟除虫菊酯致哺乳动物脑内 Glu递质传递紊乱是否主要

由清除功能下降所致 , 尚有待进一步证实。
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三邻甲苯磷酸酯诱发迟发性神经毒性动物模型的机制初探
PrimarystudyonmachanismofOPIDNinducedbyTOCPinhens

刘黎 , 谢广云 , 王健 , 郑敏 , 赵文锦 , 孙金秀
LIULi, XIEGuang-yun, WANGJian, ZHENGMin, ZHAOWen-jin, SUNJin-xiu

(中国疾病预防控制中心职业卫生与中毒控制所 , 北京　100050)

　　摘要:选取 12月龄的来亨母鸡 24只 , 随机分为 4组 , 分

别作为赋性剂对照组和 3个三邻甲苯磷酸酯 (TOCP)染毒

组。 TCOP染毒组的动物经口一次性灌胃染毒 , 剂量分别为

250, 500, 750mg/kg, 观察中毒症状 , 染毒后第 21天处死动

物 , 取脑组织 , 匀浆后 Westernblot测定大脑组织蛋白激酶 A

(PKA)、 磷酸化环腺苷酸反应元件结合蛋白 (CREB)、 微管

相关蛋白 2 (MAP-2)和 Tau-2蛋白的含量。结果 500和 750

mg/kg剂量组动物出现不同程度共济失调症状。 低 、 中 、 高

剂量组 PKA含量显著升高 , 分别较对照组升高了 23%、

46%、 70% (P<0.01);中 、 高剂量组 CREB显著升高 , 分

别较对照组升高了 23% (P<0.05)、 37% (P<0.01);中 、

高剂量组 MAP2显著升高 , 分别较对照组升高了 25% (P<

0.01)、 23% (P<0.05);Tau-2均未见显著性改变。

关键词:三邻甲苯磷酸酯;迟发性神经病;蛋白激酶 A;

微管相关蛋白 2
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有机磷酸酯类化合物可使人及敏感动物产生迟发性神经

病 (organophosphate-induceddelayedneuropathy, OPIDN), 其

主要特征是在接触有机磷后 7 ～ 14d或更长时间出现肢体感觉

异常 、 肌肉疼痛 、 无力 、 麻痹甚至瘫痪 [ 1] 。我国发生过多起

较大规模的 OPIDN中毒事件 , 近年来仍有有机磷杀虫剂中毒

而致 OPIDN病例的报道。然而 , OPIDN的发生的机制至今尚

不完全清楚。

Johnson[ 1]假设 “神经毒性酯酶的抑制和随后发生的老化

是 OPIDN发生的前提条件 ” 曾得到广泛认同。但老化后的

NTE如何导致 OPIDN的发生不甚清楚 , 近来还有研究发现一

些 OPs引起 OPIDN并不需要 NTE的抑制和老化。

本实验试图用成年母鸡建立 OPIDN动物模型 , 检测其大

脑组织蛋白激酶 A(PKA)、 磷酸化环腺苷酸反应元件结合蛋

白 (cAMP-responseelementbindingprotein, CREB)、 微管相关

蛋白 2 (microtubulinassociatedprotein2, MAP2)、 Tau蛋白的

含量 , 初步探讨 TOCP引起 OPIDN的可能机制。

1　材料与方法

1.1　试剂

TOCP为 Sigma公司产品 , 单克隆鼠抗 MAP-2为 Millipore

公司产品 , 单克隆鼠抗 Tau-2为 Sigma公司产品 , 多克隆兔抗

CREB为 Abcam公司产品 , 多克隆兔抗 PKA和发光试剂盒为

Santacruz公司产品 , 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG、 辣

根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG和 actin抗体为碧云天生物

技术研究所产品。

1.2　动物处理

选取 8 ～ 12月龄的健康成年产卵母鸡 , 24只 , 随机分为

4组 , 每组 6只 , 分别作为赋性剂对照组和 3个 TOCP染毒

组。 TOCP染毒组的动物经口一次性灌胃染毒 , 剂量分别为

250、 500、 750mg/kg。所有实验鸡在给药前 10 min均给予硫

酸阿托品 (10 mg/kg皮下注射), 染毒后也根据需要注射阿

托品 , 以防止急性胆碱能中毒所致死亡;对照组灌以等量的

赋性剂 , 其他处理与染毒组相同;实验期限为 21 d。仔细观

察动物的中毒症状 , 按 hollingshaus(1981)进行 OPIDN中毒

症状分级 (Ⅰ级:腿软 , 站立姿势和步态稍异常;Ⅱ级:步

态严重异常 , 行走时不断跌倒;Ⅲ级:能勉强站立 , 但多以

足站立;Ⅳ级:不能站立 , 通过扇动翅膀移动身体)。

1.3　蛋白检测

染毒后第 21天处死动物 , 迅速取出大脑 , 置于液氮中 ,

随后转移至 -80 ℃保存备用。将组织剪成细小碎片 , 按照 20

mg组织加入 100 ～ 200 μl细胞裂解液的比例加入裂解液。用

玻璃匀浆器匀浆 , 直至充分裂解。之后 , 10 000g离心 5 min,

取上清液 , -80 ℃储存备用。采用 Western印迹法分别进行

PKA、 CREB、 MAP-2和 Tau-2蛋白的检测 , 以 actin作为内参

照。上样量均为 50 μg。所有样品电泳均在 10%的聚丙烯酰胺

凝胶系统中进行 , 稳压 60V, 当染料前沿进入分离胶后 , 将
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