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　　摘要:目的　探讨亚急性砷暴露对小鼠海马各区星形胶质细胞的影响。方法　将昆明种小鼠随机分为对照组及
低 、 中和高剂量染毒组。以自由饮水方式饮含砷水 , 对照组小鼠饮蒸馏水。染毒 8周后 , 心脏灌流固定 , 取大脑 , 进

行胶质纤维酸性蛋白 (GFAP)免疫组化染色 , 分析砷对小鼠海马各区 GFAP表达情况 , 判断其对星形胶质细胞的影

响。结果　雌鼠海马 CA1、 CA3和 DG区的 GFAP积分光密度 (IOD)值均先升高而后下降;在海马 CA1和 DG区 ,

低剂量组的 IOD值最高 , 并显著高于对照组 , 而高剂量组的 IOD值则显著低于对照组;但在海马 CA3区 , 低 、 中剂

量组的 IOD值均显著高于对照组 , 以中剂量组的 IOD值最高 , 而高剂量组则显著低于对照组。雄鼠海马CA1和 DG区

GFAP的 IOD值也先升高而后下降 , 中剂量组的 IOD值最高 , 并显著高于对照组;但在海马 CA3区 , IOD值随染砷剂

量的增加不断增高 , 高剂量组的 IOD值最高 , 并显著高于对照组。结论　低水平砷暴露可使小鼠海马星形胶质细胞活

化 , 而高水平砷暴露会损伤海马星形胶质细胞;雌鼠海马星形胶质细胞对砷作用比雄鼠敏感;而无论雌 、 雄鼠 , 其海

马 CA1和 DG区星形胶质细胞对砷的作用比 CA3区敏感。
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Abstract:Objective　ToexploretheeffectofarseniconastrocyteinthehippocampalCA1, CA3 andDGofmice.Meth-

ods　Micewererandomlydividedintofourgroups, whichwerecontrolgroup, lowdosegroup, mediumdosegroupandhigh

dosegroup.Micewereexposedtoarsenitethroughdrinkingwaterforeightweeks.Expressionofglialfibrillaryacidicprotein

(GFAP)inhippocampalCA1, CA3 andDGofmicewasdeterminedbyimmunohistochemicalstainingmethod.Results　In

hippocampalCA1, CA3 andDGoffemalemice, theintegralopticaldensity(IOD)ofGFAPwasincreasedandthendecreased

alongwiththearsenicdose;IODinCA1 andDGoflowdosegroupwasthehighestandsignificantlyhigherthanthatincontrol;

butwassignificantlylowerinhighdosegroupthanthatincontrol;however, IODinCA3ofmediumdosegroupwasthehighest,

andwassignificantlyhigherinbothlowandmediumdosegroupthanthatincontrol, butwassignificantlylowerinhighdose

groupthanthatincontrol.InhippocampalCA1andDGofmalemice, IODofGFAPwasincreasedandthendecreased;IODin

mediumdosegroupwasthehighestandsignificantlyhigherthanthatincontrol;however, IODofGFAPinCA3 malemicewas

increasedalongwitharsenicdose, whichwasthehighestinhighdosegroupandsignificantlyhigherthanthatincontrol.Con-

clusions　Exposuretolowarseniclevelscouldactivateastrocytes, howeverhighlevelsofarseniccouldinjureastrocytes.Com-

paredtothatinmalemice, astrocytesinhippocampusoffemalemicearemoresensitivetotheeffectsofarsenic.Effectsofarse-

niconastrocytesinCA1andDGseemedtobemorestrongerthaninCA3.

Keywords:Arsenicexposure;Hippocampus;Astrocyte;Glialfibrillaryacidicprotein

　　砷是一个古老的毒物 , 其应用在我国至今有两千

多年的历史。砷暴露的途径包括职业接触和环境污

染 , 长期职业接触与环境暴露无机砷可以对人类健康

造成严重的损伤。无机砷 (Inorganicarsenic, iAs)

主要有二个价态 , 分别是 iAs
Ⅲ
和 iAs

Ⅴ
, 其中 iAs

Ⅲ
的

毒性约是 iAs
Ⅴ
的 60倍。砷对机体的多个器官和系统

具有毒性作用。新近的国内外流行病学调查显示 , 环

境砷暴露可影响儿童的智力发育
[ 1 ～ 3]

。动物实验研究

也证实 , 砷暴露对实验动物的智力发育具有明显毒性

作用
[ 4]
。但砷智力损伤的机制目前尚不清楚。

胶质细胞是中枢神经系统内数量上占绝对优势的

细胞群体 , 约占脑细胞总数的 90%, 其中星形胶质

细胞 (astrocyte)是胶质细胞的主要组成部分 , 约占

其总数的 70%
[ 5]
。胶质纤维酸性蛋白 (glialfibrillary

acidicprotein, GFAP)仅存在于星形胶质细胞中 , 是
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公认的星形胶质细胞特征性标记物
[ 6]
。本研究以

GFAP为检测指标 , 探讨亚急性砷暴露对小鼠海马星

形胶质细胞的影响 , 以期为砷智力损伤机制的研究提

供理论依据 。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

选用健康昆明种小鼠 24只 , 雌雄各半 , 体重

(22.0±2.0)g, 由中国医科大学实验动物中心提

供 。适应性喂养 1周后 , 将小鼠随机分为 4组:对照

组及低 、中和高剂量染砷组 , 每组各 6只小鼠 , 雌雄

各半。将亚砷酸钠 (NaAsO2)溶于蒸馏水中 , 分别

配成含砷 25 mg/L(低剂量组)、 50 mg/L(中剂量

组)和 100mg/L(高剂量组)浓度的水溶液 , 且每

24 h新鲜配制。各染毒组小鼠以自由饮水的方式饮

含砷水 , 对照组小鼠饮蒸馏水 , 染毒时间为 8周。

1.2　标本制备及 GFAP免疫组化染色

染毒结束 24 h后 , 乙醚吸入麻醉小鼠 , 暴露心

脏 , 左心室插管 。先用温生理盐水灌流 , 冲净血液

后 , 用 4%多聚甲醛灌流固定 , 摘取大脑 , 置于固定

液中 36 ～ 48h。常规石蜡包埋 , 行冠状位连续切片 ,

采用免疫组化 SP两步法染色:石蜡切片常规脱蜡 ,

滴加兔抗大鼠Ⅰ抗 (北京中衫金桥), 4 ℃过夜 , 滴

加 Ⅱ抗 (武汉博士德生物工程有限公司), 37 ℃孵育

30 min, 二氨基联苯胺 (DAB)显色 , 蒸馏水冲洗终

止反应 , 常规脱水 、 透明和封片 , 光学显微镜下观察

并拍照 。

1.3　免疫组化图像分析

在光学显微镜下 , 采用盲法观察并拍摄每张切片中

不同海马分区 (CA1、 CA3和 DG)GFAP免疫反应物 ,

每个分区拍摄 2个视野。采用 MetaMorph/DP10/BX41型

图像分析系统 (UIC/OLYMPUS, US/JP)进行定量分

析 , 检测参数为积分光密度 (integralopticaldensity,

IOD)。IOD越大表示视野内 GFAP阳性反应物的总色度

越强 , 即视野内 GFAP的总量越多。

1.4　统计分析

采用 SPSS16.0统计分析软件进行实验数据的统

计分析与处理。各组 IOD用 x±s表示 , 采用单因素

方差分析 (ANOVA)及组间比较的 q检验 (SNK

法)进行各组间差异的统计学分析 , 以 P<0.05作

为显著差异的判定标准。

2　结果

2.1　小鼠脑海马 GFAP免疫组化图片观察

由图 1可见 , 低 、 中剂量染砷组小鼠海马星形胶

质细胞的胞体肿大 , 突起增多 、变粗 , 且细胞数量明

显增加 。而高剂量组的海马星形胶质细胞的胞体变

小 , 突起变少。

图 1　各组小鼠海马 CA1区 GFAP免疫组化检测结果 (GFAP染色 ×40)
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2.2　雌 、 雄小鼠海马不同分区 GFAP的 IOD值比较

由表 1可见 , 雄鼠海马 CA1区与 DG区的 GFAP

的 IOD值随着染砷剂量的增加均呈现先升高而后下

降的变化趋势 , 中剂量组 GFAP的 IOD值最高 , 并与

对照组比较差异显著。高剂量组 DG区 GFAP的 IOD

值虽较中剂量组有所下降 , 但与对照组比较也显著升

高 。CA3区 GFAP的 IOD值随着染砷剂量的增加持续

升高 , 高剂量组 GFAP的 IOD值最高 , 并与对照组比

较差异显著 。
表 1　各组雄鼠不同海马分区 GFAP的 IOD值比较 (x±s)

组　别 CA1 CA3 DG

对照组 9.20±0.67 8.17±1.59 7.88±0.37　

低剂量组 9.91±1.16 8.26±1.11 9.00±0.38　
中剂量组 　11.91±0.45＊＊ 10.06±1.66 12.49±1.36＊＊

高剂量组 9.28±1.33 　 12.45±0.01＊＊ 9.54±0.95＊

　　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01, 下同。

表 2可见 , 雌鼠海马 CA1区与 DG区 GFAP的

IOD值也随染砷剂量的增加呈现先升高而后下降的趋

势 。但低剂量组 GFAP的 IOD值最高 , 并与对照组比

较差异显著;中 、高剂量组呈下降趋势 , 并且高剂量

组 GFAP的 IOD值显著低于对照组。CA3区 GFAP的

IOD值随着染砷剂量的增加也呈先升高而后下降趋

势 , 但中剂量组 GFAP的 IOD值最高 , 低 、中剂量组

GFAP的 IOD值均显著高于对照组 , 而高剂量组

GFAP的 IOD值显著低于对照组 。
表 2　各组雌鼠不同海马分区 GFAP的 IOD(x±s)

组　别 CA1 CA3 DG

对照组 10.49±1.17 6.99±1.03 11.19±0.76

低剂量组 13.96±0.68＊ 14.56±1.13＊＊ 15.53±0.70＊＊

中剂量组 11.50±1.78 15.58±0.12＊＊ 11.26±0.69
高剂量组 7.33±1.87＊ 5.12±0.03＊ 7.95±1.86＊

3　讨论

长期以来 , 星形胶质细胞被认为具有保护 、营养

和支持神经元的作用 。然而 , 近年来的研究表明 , 星

形胶质细胞还参与神经递质的代谢 , 并对神经元的发

育与突触信号的传递具有重要调节作用
[ 7, 8]
。

在一些外界病理因素的刺激下 , 星形胶质细胞会

发生活化反应 , 称为反应性星形胶质细胞 (reactive

astrocyte)。主要表现为细胞增生 、 细胞体积变大和

突起增多 , 也可引起细胞内相关蛋白表达的增强等。

GFAP作为星形胶质细胞的特征性标记物 , 其大量表

达是星形胶质细胞活化的重要特征。活化的星形胶质

细胞对神经元具有双重作用 , 既可保护神经元 , 减轻

病理因素对神经元的损害
[ 9 ～ 13]

, 又可通过释放一些

炎性介质对神经元造成损伤。本研究结果显示 , 25

mg/L及 50 mg/L饮水砷浓度的亚急性砷暴露可引起

小鼠海马星形胶质细胞的活化反应。但不同性别及不

同海马分区内的星形胶质细胞对砷作用的敏感性不

同 。雌鼠的海马星形胶质细胞对砷作用较雄鼠敏感 ,

在 25 mg/L的饮水砷暴露剂量下引起了雌鼠海马 CA1

和 DG区星形胶质细胞的明显活化反应 , 而在 50 mg/

L的饮水砷暴露剂量下雄鼠的海马 CA1和 DG区的星

形胶质细胞才表现明显活化反应 。在 100 mg/L的饮

水砷暴露剂量下 , 雌鼠海马 CA1和 DG区 GFAP的

IOD值显著下降 , 提示高水平砷暴露对雌鼠的海马星

形胶质细胞会产生一定的损伤作用。这提示雌鼠中枢

神经系统对砷作用的敏感性高于雄鼠 , 我们前期对内

蒙古学龄儿童的智力调查结果及康家琦等人
[ 14 ～ 16]

的

调查结果均显示 , 长期饮用砷含量在 0.1 mg/L以上

的高砷水对儿童的智力发育会造成不利影响 , 而女童

对砷智力损伤的敏感程度高于男童。

本实验结果还显示 , 不同砷暴露剂量的雌 、雄小

鼠的海马 CA3区 GFAP的 IOD值变化与 CA1和 DG

区略有不同 , 雄鼠 CA3区 GFAP的 IOD值随着染砷

剂量增加而持续升高 , 而雌鼠 CA3区 GFAP的 IOD

值在 50 mg/L染砷组才达到峰值。提示海马的 CA1

和 DG区星形胶质细胞对砷作用较 CA3区敏感 。
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苯酚 、 丙酮混合物料灼伤猝死 1例报道

秦宏
1
, 徐茜

2

(1.无锡市疾病预防控制中心 , 江苏 无锡　214023;2.无锡职业病康复医院 , 江苏 无锡　214151)

　　2006年 4月 11日 , 我市某树脂厂发生一起接触苯酚 、 丙

酮混合物料中毒死亡事故 , 现报告如下。

1　事故经过

2006年 4月 11日 9:20, 我市某树脂厂双酚 A车间一名

19岁男性技校实习生 , 随同其他人员在距离地面约 15 m高的

缩合反应釜装置处进行巡视操作训练。在向反应釜观察窗俯

身观察釜内物料反应时 , 5 cm厚的观察窗玻璃突然爆裂 , 反

应釜中的高温高压液体物料 (苯酚 60%、 丙酮 40%)直接喷

溅到其头面部及胸部 , 具体数量不详。同伴迅速将其搀扶到

地面 , 立即用清水冲洗。冲洗后回操作室途中尚能对话 , 但

很快昏迷倒地抽搐不止 , 前后约 20min。事故发生 40min后 ,

当急救站医生赶到时 , 该实习生已停止呼吸 , 在 “ 120” 救护

车上经抢救无效宣告死亡。

2　现场调查和事故原因分析

该树脂厂双酚 A车间运用离子交换树脂法生产双酚 A已

有多年 , 主要工艺:苯酚 +丙酮※缩合反应※双酚 A及副产

物※脱水※苯酚蒸发※双酚 A结晶※回收苯酚 、 丙酮※返回

缩合反应。事故当日 , 化工技校的学生正好在车间主任的带

领下参观实习 , 发生事故的是 2号缩合反应釜 , 釜内工艺温

度 120 ℃, 设计压力 0.6 MPa。

经现场调查和分析 , 2号缩合反应釜一年前进行了检修 ,

并更换了观察窗玻璃 , 但未经有关部门验收合格即投入使用。

由于生产过程中 , 釜内长时间持续高压 , 观察窗玻璃产生疲

劳 , 最终导致突然爆裂 , 酿成事故。 死者胸部 、 面部及下肢

部位均有浅褐色灼伤痕迹 , 约占体表面积 20%。该事故是一

　　收稿日期:2009-01-12;修回日期:2009-03-10

作者简介:秦宏 (1968—), 男, 副主任医师 , 主要从事职业卫
生评价与急性中毒处理工作。

起因设备疲劳物料泄漏而导致的急性苯酚中毒死亡事故。

3　讨论

常温下苯酚为白色针状结晶 , 具有一种特殊的芳香气味 ,

溶于水 , 挥发性低。苯酚是具有高度毒性的细胞原浆毒物质 ,

属高毒类。对皮肤和黏膜有强烈的腐蚀作用 , 并能经无破损

皮肤和黏膜吸收而引起中毒 , 高温熔融状态下的苯酚灼伤皮

肤更易吸收毒物。进入人体后引起全身中毒 , 对血管运动中

枢 、 呼吸中枢 、 体温中枢等都有抑制作用 , 也可直接损害心

肌和心脏毛细血管内皮细胞 , 使心肌变性和坏死。酚对中枢

神经系统的作用主要在脊髓 , 由于刺激脊髓前角细胞而出现

肌束颤动及阵挛性抽搐 [ 1] 。丙酮为无色透明液体 , 低毒 , 可

通过破损皮肤吸收 , 个别严重中毒病例可出现昏迷。曾有因

苯酚灼伤面积为 7%而在 2 h后猝死的病例报道 [ 2] 。一旦出现

此类由于化学物的直接毒作用导致的急性化学源性猝死 , 应

该迅速对受污染的部位进行清除 , 立即进行心 、 肺 、 脑复苏

术等紧急处理;同时现场抢救和医院内抢救相结合 , 在送医

院途中坚持抢救工作 , 并做好记录 , 到院后和医院医师合作 ,

使抢救工作密切衔接 , 提高抢救成功率。

目前 《职业性急性酚中毒诊断标准 》 (GBZ91— 2002)中

没有重度灼伤后造成死亡的描述内容 , 由此带来用人单位和

医疗单位对酚灼伤的后果估计不足 , 希望有关部门在 《职业

性急性酚中毒诊断标准》 修订过程中增添描述重度灼伤的内

容 , 重视酚灼伤的严重后果 , 有利于用人单位采取更积极的

预防措施。
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