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褪黑素对锰中毒大鼠脑谷氨酸代谢和转运的影响
邓宇，徐兆发，徐斌，王飞，李晶

( 中国医科大学公共卫生学院环境卫生学教研室，辽宁 沈阳 110001)

摘要: 目的 探讨氯化锰对大鼠脑谷氨酸代谢和转运的影响及褪黑素的干预作用，为锰中毒的防治提供理论依

据。方法 Wistar大鼠 24 只，按体重随机分成 3 组，每组 8 只。第 1 组为对照组，腹腔注射 0. 9%氯化钠，第 2 组为
单纯染锰组，腹腔注射 0. 9%氯化钠，第 3 组为褪黑素干预组，腹腔注射 21. 5 μmol /kg 褪黑素，2 h 后第 1 组皮下注
射生理盐水，第 2 组和第 3 组皮下注射 200 μmol /kg氯化锰。注射容量均为 5 ml /kg，每日注射 1 次连续染毒 4 周; 染
毒结束后 24 h，将大鼠用乙醚麻醉，腹主动脉取血，断头分离大脑纹状体和皮质; 测定脑纹状体谷氨酸合成酶
( GS) 、谷氨酰胺酶 ( PAG) 的活性，大脑皮质 Na + -K + -ATP酶活性、Ca2 + -ATP酶活性和丙二醛 ( MDA) 含量。结果
与对照组比较，单纯染锰组 GS、Na + -K + -ATP和 Ca2 + -ATP酶降低 14. 93%、54. 19%和 46. 55%，MDA含量和 PAG
酶活性分别升高 1. 54 倍和 1. 43 倍。与单纯染锰组比较，褪黑素干预组中 GS、Na + -K + -ATP 和 Ca2 + -ATP 酶分别升高
至 1. 13、1. 62 和 1. 35 倍，MDA含量降低 13. 36%，PAG酶活性未见改变。结论 锰能导致大鼠脑谷氨酸代谢和转运
障碍，褪黑素对其有一定的拮抗作用。
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Effects of melatonin on metabolism and transport of glutamate in
brain of manganese poisoned rats

DENG Yu，XV Zhao-fa，XV Bin，WANG Fei，LI Jing
( Department of Environmental Health，School of Public Health，China Medical University，Shenyang 110001，China)
Abstract: Objective To study the effect of manganese on the metabolism and transport of glutamate，and the intervention

effect of melatonin on them． Methods 24 Wistar rats were randomly divided into three groups according to weight． The first
was the control group given intraperitoneal ( ip) injection of 0. 9% NaCl only; the second was manganese exposed group re-
ceived ip injection of 0. 9% NaCl ( 5 ml /kg) first; the third was melatonin intervention group which was injected ip with 21. 5
μmol /kg melatonin． Two hours later，the control group was given subcutaneous ( sc ) injection of 0. 9% NaCl ( 5ml /kg )
again，the second and third group were given sc injection of 200 μmol /kg MnCl2 once a day，for 4 weeks． 24 hours after last
injection，the activities of GS ( glutamate synthetase) and PAG ( phosphate-activated glutaminase) in striatum and the activi-
ties of Na + -K + ATPase and Ca2 + -ATPase，the content of MDA in cerebral cortex were determined． Results Compared with
control group，the activities of GS，levels of Na + -K + -ATPase and Ca2 + -ATPase in manganese-exposed group were reduced
14. 93%，54. 19% and 46. 55% respectively，the content of MDA and the activity of PAG were increased 1. 54 and 1. 43 times
respectively while the activities of GS，Na + -K + -ATPase，and Ca2 + -ATPase in melatonin group were 1. 13，1. 62 and 1. 35
times increased，the MDA content also showed obvious decrease compared with the manganese-exposed group． Conclusion
The results suggested that manganese may cause dysfunction of glutamate in metabolism and transport，melatonin shows a definite
antagonistic effect on it．
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锰是人体内必需的微量元素之一，但过量摄入可

以产生神经毒性。锰中毒的症状以锥体外系神经障碍
为主，并伴有精神症状［1］。锰可通过多种途径导致
神经损害，其中兴奋性神经递质谷氨酸传递异常起了

重要作用。随着锰在工业上的广泛应用，锰对作业工

人的健康影响日益受到重视。
褪黑素 ( melatonin，MLT) 主要是松果体分泌的

一种吲哚胺类激素，化学名称为 N-乙酰基-5-甲氧基
色胺。视网膜和胃肠道等组织也能少量合成。其作用
非常广泛，分泌量有明显的昼夜规律。褪黑素对人体
的主要生理作用是维持生理节奏的昼夜规律，有利于

睡眠; 还具有增强人体免疫功能、抗衰老，抑制肿瘤
细胞生长作用［2］。但是，褪黑素对锰中毒大鼠脑内
谷氨酸代谢和转运的影响尚未被完全阐明。
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本研究运用动物实验，在建立大鼠染锰中毒模型

之前，用褪黑素作为预处理物质，观察其对脑纹状体

中谷氨酰胺合成酶 ( glutamine synthetase，GS) 和磷
酸激活的谷氨酰胺酶 ( phosphate-activated glutami-
nase，PAG) 的影响，同时检测大脑皮质中 Na + -K + -
ATP酶、Ca2 + -ATP酶活性和 MDA含量的变化，进而
探讨其对锰致大鼠的神经毒性及褪黑素的干预作用，

为锰中毒机制的研究提供实验依据。
1 材料与方法
1. 1 分组及染毒
由中国医科大学实验动物中心提供实验用清洁级

Wistar大鼠 24 只，体重( 180 ± 10 ) g，雌雄各半。动
物自由饮水摄食，实验动物室温度 17 ～ 23 ℃，相对
湿度 45% ～55%，予常规饲料。正式实验前饲养7 d，
随后按体重随机分成 3 组，每组 8 只。第 1 组为对照
组，腹腔注射 0. 9% NaCl，第 2 组为单纯染锰组，腹
腔注射 0. 9%NaCl，第 3 组为褪黑素预处理组，腹腔
注射 21. 5 μmol /kg MLT，2 h后第 1 组皮下注射生理
盐水，第 2 组和第 3 组皮下注射200 μmol /kg MnCl2。
注射容量均为 5 ml /kg。连续染毒 4 周，染毒结束后
24 h，将大鼠用乙醚麻醉，断头分离大脑皮质和脑纹
状体。
1. 2 样品采集及测定指标

GS的活性测定依据 Renis 描述的 γ-谷氨酰转移
酶的非生理学催化反应［3］; PAG 活力按 Curi 的方法
测定［4］; Na + -K + -ATPase和 Ca2 + -ATPase活性用硫酸
亚铁钼磷蓝定磷法测定［5］; 脑丙二醛 ( malondialde-
hyde，MDA) 测定用硫代巴比妥酸法; 组织蛋白含
量测定用 Lowry法。
1. 3 统计分析
用 SPSS13. 0 软件进行数据处理，实验所得数据

以平均值 ±标准差表示，采用单因素方差分析进行组
间差异的显著性检验，两组间比较用 Q 检验
( Students-Newman-Keuls，SNK) 。检验水准 α = 0. 05。
2 结果
2. 1 脑纹状体 PAG和 GS活性
从表 1 见，与对照组比较，单纯染锰组大鼠 PAG

活性升高，且差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 01 ) ; GS 活
性降低，且差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与单纯
染锰组比较，褪黑素预处理组 GS 活性含量升高 ( P
＜ 0. 05) ，PAG活性未见明显改变。
2. 2 脑皮质 Na + -K + -ATP 酶、Ca2 + -ATP 酶活性和
MDA含量
与对照组比较，单纯染锰组大鼠 Na + -K + -ATP 酶、

Ca2 + -ATP酶活性降低，差异有统计学意义 ( P ＜0. 01) ;
MDA含量升高，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 01) ; 与单
纯染锰组比较，褪黑素预处理组 Na + -K + -ATP 酶、
Ca2 + -ATP酶活性升高，差异有统计学意义 ( P ＜0. 01) ，
MDA含量降低 ( P ＜0. 05)。见表 2。
表 1 大鼠脑纹状体 PAG和 GS活性 ( n = 8，x ± s)

组别 PAG［μmol / ( min·g pro) ］ GS［U / ( min·g pro) ］
对照组 50. 69 ± 9. 20 59. 26 ± 5. 15
染锰组 72. 24 ± 9. 38＊＊ 50. 41 ± 5. 47＊＊

褪黑素组 62. 59 ± 10. 71 56. 86 ± 3. 37#

注: 与对照组相比，＊＊P ＜ 0. 01; 与染 Mn组相比，#P ＜ 0. 05。

表 2 脑皮质 Na + -K + -ATP酶活性、Ca2 + -ATP酶
活性和 MDA含量 ( n = 8，x ± s)

组别
Na + -K + -ATPase

［μmol / ( h·mg) ］

Ca2 + -ATPase

［μmol / ( h·mg) ］

MDA

( nmol /g pro)

对照组 4. 65 ± 0. 45 1. 74 ± 0. 51 51. 25 ± 23. 14
染锰组 2. 13 ± 0. 15＊＊ 0. 93 ± 0. 17＊＊ 78. 73 ± 23. 03＊＊

褪黑素组 3. 45 ± 0. 38## 1. 26 ± 0. 30## 58. 38 ± 15. 15#

注: 与对照组比较，＊＊P ＜0. 01; 与染Mn组相比，#P ＜0. 05，##P ＜0. 01。

3 讨论
近年来，随着新型汽油 ( 用含锰的防爆剂甲基

环戊二烯羰基锰来代替四乙基铅防爆汽油) 广泛应

用，人们长期接触低浓度锰的机会日益增加［6］。
锰的毒性损伤作用可能与兴奋性递质代谢与转运

障碍有关。研究表明，锰中毒可以导致细胞外谷氨酸
( glutamate，Glu) 水平升高，进而导致谷氨酸受体过
度活化，产生兴奋性神经毒性［7］。但是，锰中毒造
成 Glu蓄积的机制尚未完全阐明。在生理条件下，细
胞外液中 Glu 被高亲和力谷氨酸转运体 ( glutamate
transporter，GluT) 以 ATP 依赖的方式摄入到星形胶
质细胞中，并在 GS 作用下转变成谷氨酰胺 ( gluta-
mine，Gln) 。Gln再回转至谷氨酸能神经元内，再在
PAG的作用下重新生成 Glu，形成 “Glu-Gln 循环”。
本实验对大鼠单纯染锰 4 周发现，脑纹状体 GS 活性
明显下降，而 PAG 活性升高，表明锰可影响 “谷氨
酸-谷氨酰胺循环”通路，抑制谷氨酰胺合成酶的释
放和合成［8，9］; 褪黑素组与单纯染锰组比较，脑纹状

体 GS活性有较明显升高，PAG活性略有下降，提示
褪黑素对“Glu-Gln 循环”通路有保护作用，一定程
度上可促进 GS的释放和合成。
体外培养的神经元在持续谷氨酸作用下，会产生

钙离子的短暂升高，经过一段潜伏期，会有第二次不

可逆的钙离子升高，称之为延迟性钙失调。钙稳态失
调是通往细胞死亡之路中不可逆的一步。神经元承受
兴奋性损伤的能力也可能与其缓冲胞内钙的能力密切

相关［7］。Na + -K + -ATP酶，或称钠泵，存在于大多数
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动物细胞的细胞质膜中。Ca2 + -ATPase 是普遍存在于
组织细胞及细胞器膜上的一种蛋白酶，它在维持细胞

内钙稳态、能量转换以及信息传递方面具有重要的作
用，可将胞浆内 Ca2 +泵出细胞外或泵入内质网，是

胞浆 Ca2 +流出的主要通道。Na + -K + -ATP 酶的作用
是将细胞内的 Na +移出细胞膜外，同时把细胞外的

K +移入膜内，从而保持了膜内高 K +和膜外高 Na +的

不均衡离子分布，形成细胞膜内外的渗透压梯度和跨

膜电化学梯度，同时，其跨膜电化学梯度还能作为转

运 Ca2 +的能量; 只有维持该酶的活性正常，才能维

持正常的膜电位，以保持神经细胞膜正常的兴奋性和

传导性。有研究表明氧化损伤与钙稳态失衡有关［10］。
在本实验中，单纯染锰组大鼠大脑皮质中 Na + -K + -
ATP、Ca2 + -ATP酶活性与对照组比较均降低，提示
锰可降低 Na + -K + -ATP、Ca2 + -ATP 酶活性，造成钙
稳态的失调。褪黑素组大鼠大脑皮质中 Na + -K + -
ATP、Ca2 + -ATP 酶活性与单纯染锰组比较均升高，
提示褪黑素可对 Na + -K + -ATP、Ca2 + -ATP 酶活性有
一定保护作用，拮抗钙稳态失调，证实了以往研究发

现褪黑素具备钙拮抗剂特点，可通过抑制外钙内流和

内钙释放的作用来缓解钙超载的结论［11］。
神经细胞过度兴奋引起胞内钙持续增高是兴奋性

毒性和氧化应激之间相互联系的纽带。丙二醛
( MDA) 是体内重要的脂质过氧化物的代谢产物。
MDA的含量可以反映体内脂质过氧化的程度并间接
反映引起脂质过氧化的氧自由基的水平。在本实验
中，单纯染锰组大鼠肝、脑组织的 MDA 含量较对照
组均升高，提示锰可致大鼠体内的氧化损伤; 而褪黑

素组肝、脑组织的 MDA 含量较单纯染锰组低，提示
褪黑素可有效地拮抗锰引起的氧化损伤。

本实验结果表明，锰中毒可以造成脑内谷氨酸代

谢和转运障碍，褪黑素对其具有一定的拮抗作用。
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