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锰对神经元细胞内钙稳态影响的研究
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＊
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　　摘要:目的　研究锰对神经细胞内钙稳态的影响 , 重点观察神经元细胞钙离子浓度 、 Na+-K+-ATPase和 Ca2+-

ATPase活性的改变。方法　选用原代培养神经元为模型 , 待细胞生长至最佳状态时 , 予以分组处理:锰处理组为含

不同浓度氯化锰 (0, 25, 100, 400μmol/L)的培养液 , 培养神经细胞 12h后 , 通过倒置相差显微镜观察细胞形态的

改变 , 并检测神经元细胞内钙离子浓度 、 Na+-K+-ATPase和 Ca2+-ATPase活性的变化。结果　随着染 Mn剂量的加大 ,

神经元形态出现异常 , 细胞内钙离子浓度逐渐升高;细胞 Na+-K+-ATPase和 Ca2+-ATPase活性也逐渐下降。结论　锰

通过影响与维持钙稳态相关的酶 (Na+-K+-ATPase和 Ca2+-ATPase)活性 , 干扰神经元细胞内钙稳态 , 进而造成神经

元细胞损伤。
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StudyoftheeffectsofmanganeseonintracellularCa
2+
homeostasisinprimaryculturedneurons

XUBin, XUZhao-fa＊ , DENGYu, HUANGXiao-xi

(SchoolofPublicHealth, ChinaMedicalUniversity, Shenyang110001, China)

Abstract:ObjectivesToexploretheeffectofmanganese(Mn)onintracellularcalciumconcentration([ Ca2+] i), andac-

tivitiesofNa+-K+-ATPaseandCa2+-ATPaseinprimaryculturedneurons.MethodsPrimaryculturedneuronswasculturedwith

fresh0, 25, 100, 400μmol/L, manganesechloridemediafor12h, respectively;thenobservedmorphologicalchangesbyin-

vertedphasecontrastmicroscopeanddetected[ Ca2+] i, andactivitiesofNa+-K+-ATPaseandCa2+-ATPaseinprimarycultured

neurons.ResultsTheresultsshowedthattheneuronsweregraduallyshrinked, meanwhile, theneuraxonswereshortened, and

thenetworksamongneuronsweredisappearedalongwiththeincreaseofMnconcentration, [ Ca2+] iwasincreased.Additional-

ly, theactivitiesofNa+-K+-ATPaseandCa2+-ATPaseweresignificantlydecreasedinaconcentration-dependentmanner.Con-

clusionsItwassuggestedthatMncouldimpairneuronsbydisturbingintracellularCa2+homeostasisandinhibitingactivityof

Na+-K+-ATPaseandCa2+-ATPase.
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　　锰 (manganese, Mn)作为机体必需的微量元素

之一 , 在体内可以参与构成许多酶的活性基团或辅助

因子 , 同时又是某些酶的激活剂 , 参与生物化学反

应 。但是过量的锰进入体内则会引起锰中毒
[ 1]
。进

入体内的锰可穿透血脑屏障 , 蓄积在脑组织内 , 早期

主要表现为神经行为功能的改变 , 长期过量接触锰主

要表现为锥体外系损伤 , 出现类似帕金森氏综合征的

症状
[ 2]
。在脑组织中 , Ca

2+
作为神经元胞内的重要

信使 , 参与神经递质的合成与释放 , 神经兴奋性的维

持 , 突触的可塑性及多种酶的活动 , 细胞内钙稳态的

维持对于生命活动至关重要
[ 3]
。本实验通过观察不

同浓度锰对神经元细胞内钙离子浓度以及与维持钙稳

态相关的酶 Na
+
-K
+
-ATPase和 Ca

2+
-ATPase活性的

影响 , 研究锰对神经细胞内钙稳态的影响 , 为深入探

讨锰的神经毒性机制提供依据 。

1　材料与方法

1.1　神经元培养

按吴俊芳等的方法
[ 4]
, 取新生鼠脑 , 去脑膜后

切碎 , 加入 1 ml含 0.125%胰蛋白酶的 DMEM, 于

37 ℃孵育 10 min。消化后 , 用移液管轻轻吹打至悬

液中无组织块 , 用含 20%胎牛血清的 DMEM培养液

终止反应。将细胞悬液转移到 200目筛网中过滤 ,

2 500 r/min离心 3min, 去上清 , 以含有 10%马血清

的 DMEM培养基稀释细胞悬液至 1×10
6
/1.5 ml, 接

种于经多聚赖氨酸过夜处理的直径为 60 mm的培养

皿或板中 , 置于 37℃ CO2孵箱中培养 24h后 , 吸去

DMEM培养基 , 换成无血清的 Neurobasal+2%B27+

1%抗生素 , 继续培养 , 每 3d更换 1次培养基 , 2次

/周。从第 4天起 , 在培养基中加入终浓度为 40
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nmol/L的阿糖胞苷 , 以抑制非神经元的增殖和生长。

1.2　神经细胞鉴定

取培养 10 d的神经元 , 用神经元特异性烯醇化

酶 (NSE)单克隆抗体进行免疫组化染色 , 并随机计

数 500个细胞 , 计算 NSE阳性细胞百分率 , 神经元

数目为 90%以上。

1.3　实验分组及处理

待细胞生长状态最佳时加入含锰的培养液 , 染锰

浓度分别为 0、 25、 100、 400 μmol/L, 培养 12h后 ,

测定神经元细胞内钙离子浓度和 Na
+
-K
+
-ATPase和

Ca
2+
-ATPase活性 。

1.4　测定指标及方法

神经元细胞内钙离子浓度的测定采用 Fura-2/AM

荧光探针 , 利用荧光分光光度计检测
[ 5]
;ATP酶活

性用硫酸亚铁钼磷蓝定磷法测定
[ 6]
;用 Lowry法测细

胞蛋白含量
[ 7]

1.5　统计分析

实验所得数据以平均值 ±标准差表示 , 用 SPSS

11.0软件进行单因素方差分析 , 组间差异的显著性

检验 , 组间比较用 Q检验。

2　结果

2.1　神经元的鉴定

培养 10 d的神经细胞经 NSE染色后 , 均可见满

视野细胞质被染成棕黄色的细胞 , 阳性率达 90%以

上 , 提示为相对纯的神经细胞培养 (见封三图 1)。

2.2　锰对神经元形态的影响

倒置相差显微镜下观察到神经元 24 h内贴壁 ,

并逐渐聚集成集落 , 96 h左右加入阿糖胞苷抑制胶

质细胞的增殖后 , 神经元集落间突起丰富呈网络状 ,

培养至第 10天神经细胞生长分化完全 。神经元表面

光滑 , 胞体大 、 饱满 , 呈锥体形 、星形 、 多角形或不

规则形 , 突起清晰 , 均匀细长 , 2 ～ 5个不等 , 突起

之间相互交织成网 , 连结紧密;胞核 、胞浆之间的轮

廓清晰 , 核浅淡 , 核仁 1 ～ 2个清楚可见 (图 1)。不

同浓度 Mn作用 12 h后 , 细胞呈现不同程度的损伤。

随着染锰剂量的加大 , 神经元表面粗糙 , 胞体变小;

突起细小 、 回缩 、断裂 , 甚至减少 、 出现裸核;细胞

之间网络疏松;胞体与胞浆之间界限逐渐模糊不清;

核仁不清晰 , 细胞的折光性增强 (见封三图 1)。

2.3　不同浓度锰对神经元细胞内钙离子浓度及神经

元细胞 Na
+
-K
+
-ATPase和 Ca

2+
-ATPase活性的影响

从表 1可见 , 分别用不同浓度锰处理神经元 12h

后 , 随着锰浓度的增加 , 细胞内钙离子浓度逐渐升

高 。各染锰组细胞内钙离子浓度均明显高于对照组 ,

差异有统计学意义 (P<0.05)。 25、 100、 400

μmol/L染锰组细胞内钙离子浓度分别升高至对照组

的 1.66、 2.59、 4.51倍。

随着染锰浓度的增加 , 细胞 Na
+
-K
+
-ATPase和

Ca
2+
-ATPase活性逐渐下降 。 100和 400 μmol/L染锰

组细胞 Na
+
-K
+
-ATPase和 Ca

2+
-ATPase活性明显低

于对照组 , 差异有统计学意义 (P<0.05)。与对照

组比较 , 100 μmol/L染锰组细胞 Na
+
-K
+
-ATPase和

Ca
2+
-ATPase活性分别降低 17%和 23%;而 400

μmol/L染锰组细胞 Na
+
-K
+
-ATPase和 Ca

2+
-ATPase

活性分别降低 45%和 66%。
表 1　不同浓度锰对神经元细胞钙离子浓度和

ATPase活性的影响 (n=6, x±s)

组别
Ca2+浓度
(nmol/L)

Na+-K+-ATPase活
性 [ μmol/(h· mg)]

Ca2+-ATPase活性
[ μmol/(h· mg)]

对照组 94.10±16.10 7.630±1.466 2.870±0.447

25μmol/L
锰处理组

155.90±36.96＊ 7.033±1.052 2.603±0.429

100μmol/L
锰处理组

243.90±40.36＊＊ 6.326±0.999＊ 2.199±0.489＊

400μmol/L
锰处理组

424.80±50.75＊＊ 4.179±0.730＊＊ 0.984±0.258＊＊

　　注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

3　讨论

锰是一种神经毒物 , 过量的锰进入机体可引起广

泛的病理损伤 , 透过血脑屏障沉积于脑部 , 产生相应

的神经系统损伤症状
[ 2]
。长期以来 , 人们对锰的毒

性作用进行了多途径 、多方面的研究 , 但对其毒作用

机制至今仍不十分清楚。钙稳态在维持细胞进行正常

的生理 、生化过程中起着极为重要的作用 。细胞内游

离钙离子浓度的变化是钙离子跨膜转运和细胞内钙池

摄取 、 释放等动态平衡改变的总结果 。长时间的胞浆

急剧 Ca
2 +
升高 , 表现为钙离子超载 , 这几乎是所有

细胞损伤和死亡的共同途径
[ 8]
。

本研究用不同浓度锰处理神经元后 , 发现神经元

表面粗糙 , 胞体变小;突起细小 、回缩 、 断裂 , 甚至

减少 、 出现裸核;细胞之间网络疏松 , 胞体与胞浆之

间界限逐渐模糊不清 , 核仁不清晰 , 细胞的折光性增

强 , 并且神经元细胞内钙离子浓度明显升高 , 这些都

表明锰对神经元造成的损伤与其破坏细胞内钙稳态有

关 。锰通过不同机制干扰 Ca
2+
的摄入 、 转运及释放

而破坏其动态平衡 , 导致钙稳态失调 。体外研究证实

Mn
2+
是 Na

+
/Ca

2+
交换的阻断剂 , Na

+
/Ca

2+
跨膜转

运的前提是 Na
+
胞内外的不平衡分布 , 而这种分布又

是依赖于 Na
+
-K
+
-ATPase的活化 , Mn

2+
高浓度时抑

制 Na
+
-K

+
-ATPase

[ 9]
, 从而间接抑制 Na

+
/Ca

2+
交
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换 。此外 , Mn
2 +
也可抑制 Ca

2+
-ATPase的活性 , 此

酶可将胞浆内 Ca
2 +
泵出细胞外或泵入内质网 , 是胞

浆 Ca
2+
流出的主要通道

[ 10]
。本研究中细胞 Na

+
-K
+
-

ATPase和 Ca
2+
-ATPase活性被锰明显抑制 , 并呈现

剂量-效应关系 。这也正是导致神经元细胞内钙离子

浓度显著升高的原因之一 。另外 , 锰也可破坏钙储存

库如线粒体 、内质网对钙稳态的平衡作用 , Verity认

为锰蓄积在线粒体内影响线粒体的钙转运功能 , 放大

锰减少线粒体氧化磷酸化 、 ATP生成及氧化应激堆积

等效应
[ 11]
。锰还导致神经元大量释放兴奋性氨基酸 ,

作用于 N-甲基 -D-天门冬氨酸受体 (NMDA), 导致

Ca
2+
大量内流 , Ca

2 +
内流又加重兴奋性氨基酸的释

放 , 形成恶性循环
[ 12]
。

综上所述 , 锰使神经元细胞内 Ca
2+
超载是造成

神经元细胞损伤的主要原因之一。神经元细胞钙稳态

调节的机制较多 , 但锰神经毒性中钙稳态失衡究竟由

哪条途径起关键作用尚需做进一步的深入研究 。

参考文献:
[ 1] FitsanakisVA, AschnerM.Theimportanceofglutamate, glycine,

andgamma-aminobutyricacidtransportandregulationinmanganese,

mercuryandleadneurotoxicity[ J] .ToxicolApplPharmacol, 2005,

204 (3):343-354.

[ 2] BouchardM, MerglerD, BaldwinM, etal.Neuropsychiatricsymp-

tomsandpastmanganeseexposureinaferro-alloyplant[ J] .Neuro-

toxicology, 2007, 28 (2):290-297.

[ 3] 羊明智 , 吴叶 , 章亚尔 , 等.钙离子及其阻滞剂对脊髓灰质c-fos

基因表达的影响 [ J].中华创伤骨科杂志 , 2005, 7 (2):

137-140.

[ 4] 吴俊芳 , 刘 .现代神经科学研究方法 [ M] .北京:中国协和

医科大学出版社 , 2006:11-12.

[ 5] 高明奇 , 张天彪 , 周彬.铅对小鼠海马 [ Ca2+] i的影响及 L型钙

通道的作用 [ J] .卫生毒理学杂志 , 2004, 18 (4): 217-219.

[ 6] 谢克勤 , 张磊 , 高树君 , 等. 1-烯丙基氯-3对神经细胞胞浆膜和

线粒体膜 Ca2+-ATPase、 Na+-K+-ATPase活性的影响 [ J] .山东

医科大学学报 , 1997, 35 (2):127-131.

[ 7] LowryOH, RosebroughNJ, FarrAL.etal.Proteinmeasurement

withtheFolinphenolreagent[ J] .JBiolChem, 1951, 193:

265-275.

[ 8] SteenbergenC, MurphyE, WattsJA, etal.Correlationbetween

cytosolicfreecalcium, contracture, ATPandirreversibleischemicin

perfuseratheart[ J] .CircRes, 1990, 66:135-146.

[ 9] LiuSH, WangJH, KangJJ, etal.Alterationsintheproperties

andisoformsofsciaticnerveNa(+), K(+)-ATPaseinmethylcyclopen-

tadienylmanganesetricarbonyl-treatedmice[ J] . EnvironRes,

2000, 82 (3): 239-244.

[ 10] YazbeckC, MoreauT, SahuquilloJ, etal.Effectofmaternalman-

ganesebloodlevelsonerythrocytecalcium-pumpactivityinnewborns

[ J].SciTotalEnviron, 2006, 354 (1): 28-34.

[ 11] VerityMA.Manganeseneurontoxicity:amechanistichypothesis

[ J].Neurotoxicology, 1999, 20: 333-340.

[ 12] 李小刚 , 朱克 , 李楠 , 等.谷氨酸对神经元钙离子内流和凋亡

的影响及谷氨酸受体拮抗剂保护作用的研究 [ J] .中华老年心

脑血管病杂志 , 2001, 3 (2): 122-125.

　　收稿日期:2010-02-28

224例酒精性肝损伤并发胆囊病变分析
邵丽珠

(沈阳市中医院电诊科 , 辽宁 沈阳　110004)

　　酒精性肝损害包括脂肪肝 、 酒精性肝炎 、 肝硬化。现回

顾性分析我院近 3年来收治的酒精性肝损伤并发胆囊病变患

者的临床资料。

1　临床资料
2006— 2009年在我院就医的酒精性肝损害患者 224例 ,

其中男 194例 、 女 30例 , 年龄 33 ～ 69岁 , 平均 52岁。根据

病史 、 临床表现 、 实验室及影像学检查 , 均符合 《内科学》
的慢性酒精性肝损害的诊断标准 , 排除急慢性肝炎 、 单纯性

脂肪肝及胆汁淤积性肝硬化。参照酒精性肝损伤患者的年龄 、
性别的构成比例 , 随机选择同期就诊无肝脏疾病的患者为对

照组。
2　结果
2.1　 224 例酒精 性肝损伤 的病人发 生胆结石 64 例

(28.6%), 对照组发生胆结石 11例 (4.9%), 酒精性肝损伤
组胆石症发生率明显高于对照组。酒精性肝损伤组 B超检查

胆囊增大 (9 cm×3cm)55例 (24.6%), 对照组胆囊增大 7

·短篇报道·

例 (3.1%);酒精性肝损伤组同时并发胆囊炎 8例 (3.6%),

对照组诊断胆囊炎 7例 (3.1%), 两组差异无统计学意义
(P>0.05)。肝损伤组 B超检查胆囊壁增厚 (≥3cm)194例

(86.6%), 对照组 8例 (3.6%), 肝损伤组胆囊壁增厚者显
著高于对照组 (P<0.001)。
2.2　肝功能代偿期 48例中胆囊壁增厚 35例 (72.9%), 肝

功失代偿期 176例中胆囊壁增厚 159例 (90.3%), 二者比较
差异有统计学意义 (χ2 =11.70, P<0.01);肝功代偿期胆囊

平均厚度为 (0.30±0.19)cm, 而失代偿期胆囊平均厚度为
(0.54±0.15)cm;肝功代偿期并发胆石症 7例 (14.6%),

失代偿期并发胆石症 57例 (32.4%), 二者差异有统计学意
义 (P<0.01, P<0.05);肝功能代偿期与失代偿期并发胆
囊增大者分别为 13例 (27.1%)和 42例 (23.9%), 差异无

统计学意义。
3　讨论

长期或过量饮酒 , 除损伤肝脏外 , 胆囊的功能和形态学
也随之发生改变。酒精性肝损伤并发胆囊病变以胆囊壁增厚 、
胆石症 、 胆囊增大为主 , 而且胆石症发生率与肝功能损害程

度呈正相关 , 胆囊壁增厚与肝硬化密切相关 , 其增厚程度依
肝功能代偿减退而显著。酒精性肝损伤时 , 胆囊血流有变化 ,

使胆囊壁水肿 、 增厚 , 严重病例出现双边征 , 同时影响胆囊
浓缩功能 , 使胆汁中无机盐成分增加 , 容易形成结石。
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