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谷氨酸转运体在鱼藤酮神经毒性中的作用
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　　摘要:目的　观察谷氨酸转运体在鱼藤酮神经毒性中的作用。方法　建立星形胶质细胞与大鼠嗜铬细胞瘤

(PC12)细胞共培养鱼藤酮染毒模型 , 并用谷氨酸转运体-1 (GLT-1)和谷氨酸 /天冬氨酸转运体 (GLAST)特异性抑

制剂二氢卡因酸盐 (DHK)、 L-反式吡咯烷-2，4-二羧酸 (PDC)预处理。高效液相色谱 (HPLC)荧光法检测星形胶

质细胞胞外谷氨酸 (Glu)浓度 , 同位素标记法检测 Glu摄取能力。结果　DHK预处理组星形胶质细胞 Glu摄取能力

与单纯鱼藤酮中毒组比较差异无统计学意义 , 而 PDC预处理组星形胶质细胞 Glu摄取能力明显下降 , 胞外 Glu浓度升

高 , 与单纯鱼藤酮中毒组比较具有显著的统计学意义。结论　谷氨酸转运体 GLAST可能在鱼藤酮诱导的兴奋性损伤

机制中起主要作用。
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Roleofglutamatetransportersinneurotoxicityinducedbyrotenone
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Abstract:Objective　Toexploretheroleofglutamatetransportersintheneurotoxicityinducedbyrotenone.Methods　

Astrocytesisolatedfromnewbornrats, werecoculturedwithPC12 cells, thenweredividedinto6 groups:controlgroup, rote-

nonetreatedgroup, DHKpretreatedgroup(Ⅰ andⅡ ), andPDCpretreatedgroup(Ⅰ andⅡ).Extracellularglutamate

concentrationsweredetectedbyhighperformanceliquidchromatography(HPLC), andtheuptakeabilityofglutamatewasde-

terminedwithisotopelabelingmethod.Results　Itwasshowedthattheglutamateuptakeabilityinastrocytespretreatedwith

PDCwassignificantlydecreasedcomparedwithrotenonetreatedgroup, whilethoseinastrocytespretreatedwithDHKfailedto

showanysignificantchange.Conclusion　GLASTratherthanGLT-1 mayplayacrucialroleinexcitotoxicityinducedbyrote-

none.
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　　农药鱼藤酮能够选择性地作用于大脑黑质多巴胺

神经元 , 中毒后动物产生肌肉麻痹 、 僵硬 、震颤 、 运

动缓慢等类似帕金森病的症状
[ 1]
。新近研究发现 ,

鱼藤酮神经毒性的一个可能机制是改变大脑神经细胞

中兴奋性神经递质如谷氨酸等的浓度
[ 2]
。脑内谷氨

酸代谢主要依赖于分布在星形胶质细胞膜的谷氨酸转

运体 GLAST和 GLT-1
[ 3]
。本研究采用谷氨酸转运体

特异性抑制剂 DHK和 PDC, 分别调控 GLT-1与

GLAST的功能活性 , 以期阐明两种谷氨酸转运体在

鱼藤酮诱导的神经元变性损伤过程中的作用。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

鱼藤酮 、 DHK、 PDC购自 Sigma公司 , L-glutamic

acid标准品与 L- [
3
H] -glutamicacid为 Sigma公司产

品 , DMEM/F12培养基购自 Gibco公司 , Millicell插入

式培养皿 (Millicellculturecellinsert)为 Millipore公司

产品。

1.2　共培养细胞的建立和实验分组

取生后 3 dSD新生大鼠 , 断头取中脑组织 , 按

照 McCarthy
[ 4]
所述方法分离和纯化星形胶质细胞 ,

用含 20%胎牛血清的 DMEM/F12培养基培养 , 经 3

次传代后免疫组化 GFAP染色鉴定 。将高分化的

PC12细胞按 1.0×10
5
个 /ml密度接种于 6孔板中 ,

将星形胶质细胞按 1.0×10
5
个 /ml密度接种于 Milli-

cell插入式培养皿 (PET膜 , 3.0 μm/24 mm), 并与

PC12细胞建立共孵育体系 , 以模拟脑内微环境。将

共培养细胞随机分为 6组: (1)对照组 , 正常孵育

的共培养物;(2)单纯染毒组 , 终浓度为 1.0 μmol/

L鱼藤酮组;(3)DHK预处理组 Ⅰ , 1.0 μmol/L鱼

藤酮 +0.5 mmol/LDHK; (4)DHK预处理组 Ⅱ ,

1.0μmol/L鱼藤酮 +1.0 mmol/LDHK;(5)PDC预

处理组 Ⅰ , 1.0 μmol/L鱼藤酮 +1.0 mmol/LPDC;

(6)PDC预处理组 Ⅱ , 1.0 μmol/L鱼藤酮 +2.0

mmol/LPDC。预处理组在染毒前加入药物孵育 30
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min后 , 再加入 1.0 μmol/L鱼藤酮培养 24 h用于

实验。

1.3　HPLC荧光法检测共培养细胞胞外 Glu浓度

应用 HPLC与荧光检测器联用检测样品中 Glu含

量 , 具体操作参照文献 [ 5] 。收集对照组与各实验组细

胞培养液 100 μl, 按 3∶2 (V/V)加 1 mol/LHClO4 ,

10 000r/min离心 5min, 取上清液按 4∶3 (V/V)加入

2 mol/LKHCO3 1 ml;4℃, 10 000 r/min离心 5 min,

收集上清液;取上清液 30μl加入等体积邻苯二甲醛衍

生液 , 充分混匀 , 室温反应 2 min进样。

1.4　同位素标记法检测星形胶质细胞 Glu摄取能力

预处理组在染毒前加入药物孵育 30 min, 鱼藤酮

染毒浓度为 1.0 μmol/L, 培养 24 h后倾去培养液 ,

用 D-Hanks液漂洗 3次。每孔加入含 L-[
3
H] -glutamic

acid1 μCi的孵育液 1 ml;37℃孵育 15 min后 , 用预

冷的 0.9%NaCl溶液终止反应并洗涤 3次 , 再用 1

mol/LHClO4裂解细胞;4℃, 10 000 r/min离心 20

min, 取上清液置入闪烁瓶中 , 加入适量闪烁液 , 过

夜 , 次日于液闪记数仪上检测 。

1.5　统计学分析

实验数据用x±s表示 , 采用 SPSS12.0软件进行

方差分析和 t检验。

2　结果

2.1　DHK预处理对鱼藤酮染毒星形胶质细胞胞外

Glu浓度的影响

与对照组比较 , 1.0 μmol/L鱼藤酮染毒组星形

胶质细胞胞外 Glu浓度明显升高 (P<0.01);而与

单纯鱼藤酮染毒组相比 , 0.5 mmol/L和 1.0 mmol/L

DHK预处理组 Glu浓度升高并不显著 , 见表 1。

2.2　DHK预处理对鱼藤酮染毒星形胶质细胞 Glu摄

取的影响

与对照组比较 , 1.0 μmol/L鱼藤酮染毒组星形

胶质细胞 Glu摄取能力明显降低 (P<0.01);而与

单纯鱼藤酮染毒组相比 , 0.5 mmol/L和 1.0 mmol/L

DHK处理组 Glu转运能力降低并不显著 , 见表 1。

2.3　PDC预处理对鱼藤酮染毒星形胶质细胞胞外

Glu浓度的影响

与单纯鱼藤酮染毒组相比 , 1.0 mmol/L和 2.0

mmol/LPDC预处理组 Glu浓度均显著升高 (P<

0.01), 见表 1。

2.4　PDC预处理对鱼藤酮染毒星形胶质细胞 Glu摄

取的影响

与单纯鱼藤酮染毒组相比 , 1.0 mmol/L和 2.0

mmol/LPDC处理组 Glu转运能力均显著降低 (P<

0.01), 见表 1。
表 1　DHK预处理组胞外 Glu浓度和摄取

功能的变化 (n=6, x±s)

组　别 Glu浓度 (μmol/L) Glu摄取 [ pmol/(ml· min)]

对照组 22.35±3.86 1.955±0.324

单纯染毒组 27.80±4.17＊ 1.289±0.218＊＊

DHK预处理组Ⅰ 28.78±3.55＊ 1.106±0.252＊＊

DHK预处理组Ⅱ 29.18±4.01＊ 1.078±0.204＊＊

PDC预处理组Ⅰ 38.55±6.81＊＊# 0.775±0.098＊＊#

PDC预处理组Ⅱ 39.40±7.41＊＊# 0.658±0.054＊＊##

注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与单纯染毒组比较 ,

#P<0.05, ##P<0.01。

3　讨论

新近的研究表明 , 中枢兴奋性氨基酸递质如 Glu

释放过多 , 并通过其受体介导的兴奋性毒性在帕金森

病 (Parkinsonsdisease, PD)的发生和发展过程中发

挥了重要作用
[ 6]
。鱼藤酮是从豆属植物毛鱼藤中提

取的一种天然杀虫剂 , 是细胞线粒体复合酶Ⅰ高亲和

力的抑制剂 。既往研究表明 , 鱼藤酮通过破坏脑内

Glu的正常代谢 , 引起组织间隙 Glu含量显著升高 ,

从而诱导神经元兴奋性损伤
[ 7]
。

由谷氨酸转运体 GLAST、 GLT-1构成的星形胶质

细胞 Glu转运系统 , 能够摄取细胞外绝大部分 Glu,

从而保护神经元免受兴奋性损伤。前期研究发现 , 鱼

藤酮对星形胶质细胞谷氨酸转运体的表达产生明显影

响 , 导致 Glu转运功能的降低 , 但 GLAST、 GLT-1在

此过程中的具体作用还不清楚
[ 8]
。因此 , 我们采用

GLAST、 GLT-1特异性抑制剂 PDC、 DHK进行干预实

验 。同位素标记实验显示 , DHK预处理组星形胶质

细胞 Glu转运能力下降 , 但与单纯鱼藤酮染毒组比较

差异无统计学意义。提示 GLT-1于此浓度鱼藤酮染

毒条件下 , 在星形胶质细胞谷氨酸转运功能降低过程

中 , 并非占据主导地位;而 PDC预处理组星形胶质

细胞 Glu转运能力下降 , 胞外 Glu明显升高 , 与单纯

鱼藤酮染毒组比较差异有显著的统计学意义。提示与

GLT-1相比 , 在此浓度鱼藤酮染毒条件下 , GLAST的

下调可能是星形胶质细胞谷氨酸转运功能降低的主要

因素。

目前 , 谷氨酸转运体已成为治疗帕金森病等神经

退行性疾病的新靶点 。其失表达 、停止转运或逆向释

放谷氨酸时 , 均可引起突触间隙或胞外谷氨酸大量聚

集 , 从而造成神经毒效应 。因此 , 有效地调控谷氨酸

转运体的表达及功能活性 , 为开发新型神经退行性疾

病治疗药物提供了新的思路。
(下转第 255页)
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表 2　各实验组豚鼠脏器指数的影响 %

组别　　　 动物数 体重 (g) 心指数 肝指数 脾指数 肺指数 肾指数 脑指数

DCAC实验组 18 316±35 0.36±0.04 2.95±0.23 0.17±0.04 0.86±0.16 0.95±0.07 1.06±0.12
阳性对照组 10 307±54 0.37±0.06 2.95±0.14 0.13±0.01 0.90±0.16 0.97±0.06 1.12±0.15
阴性对照组 10 319±48 0.38±0.04 2.88±0.22 0.15±0.03 0.83±0.16 0.92±0.08 1.07±0.12

2.5　皮肤病理组织学检查

阳性对照组角质层 、 粒细胞层中炎症细胞浸润 ,

粒细胞轻度肿胀 , 基底层细胞未见异常 , 真皮层也有

散在炎症细胞浸润 , 毛细血管扩张 , 水肿 。DCAC实

验组 、 阴性对照组角质层角化完全 , 棘层无增厚 , 真

皮内未见毛细管扩张 、水肿和炎症细胞浸润。

3　讨论

小分子化学物诱导的变应性接触性皮炎被认为是一

种由 T淋巴细胞介导的迟发型超敏反应 , 是以细胞免疫为

主的过程
[ 5, 6]
。BoerrigterGH等和 ScheperRJ等分别在

DNCB致敏的豚鼠体内检测到了半抗原特异性抗体和特异

性 T淋巴细胞 , 证明了 T、 B淋巴细胞同时参与了机体的

过敏性反应
[ 7, 8]
。TCE在体内的代谢过程非常复杂 , 中间

活性代谢产物较多 , 目前尚不清楚哪一种代谢产物作为半

抗原引发了机体的变应反应。通过本研究发现 DCAC可能

在 TCE诱发变应性皮炎过程中 , 没有发挥中间活性代谢

产物作用。而李来玉等
[ 9]
用该方法评价三氯乙烯对豚鼠的

致敏率为 71.14%, 属于强致敏物 , 皮肤病理组织学检查

也发现了表皮棘细胞层增厚 , 真皮内毛细血管扩张 、水

肿 , 以及单核细胞浸润 , TCE代谢产物三氯乙酸致敏率为

58.13%, 为中度致敏物 , 而三氯乙醇及水合三氯乙醛的

致敏率为 0。本次研究 DCAC实验的致敏率为 0, 结果暂

不支持 DCAC在 TCE诱发变应性皮炎中的作用。

本次研究还发现 DCAC实验组与其他两个组别

ALT、 AST检测值差异无统计学意义 , 没有发现

DCAC对豚鼠产生肝损害作用 。有研究
[ 10]
证明了

TCE氧化通路的代谢产物是产生细胞毒性和肝损伤

的主要物质 , DCAC也是三氯乙烯经细胞色素 P450

途径中间的活性代谢产物 , 但本研究认为 DCAC可能

不是 TCE产生细胞毒性和肝损伤的中间代谢产物。

本研究缺乏 TCE对照组对比资料 , 无法进一步深入

分析。在未来的研究中 , 应同时设立 TCE以及其他代谢

产物作为对照 , 以进一步阐明 DCAC以及其他代谢产物

在 TCE致敏以及造成肝损害过程中的作用。
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