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·实验研究·

锰对小鼠脑内四种氨基酸类神经递质的影响
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　 　 摘要： 将 ２４ 只小鼠按体重随机均分为对照组及低、 中、
高染锰组， 计算脑脏器系数， 检测脑组织四种氨基酸含量及

组织蛋白含量。 与对照组相比， 随染锰浓度提高， γ⁃氨基丁

酸 （ ＧＡＢＡ） 含量 逐 渐 降低， 谷 氨 酸 （ Ｇｌｕ） 和 天 冬 氨 酸

（Ａｓｐ） 逐渐增高， 呈剂量依赖趋势。 中、 高锰组 Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ
含量明显高于对照组。 高锰组 ＧＡＢＡ 明显低于对照组。 锰可

对小鼠脑内氨基酸类神经递质产生影响， 其可能是锰神经毒

性作用靶点之一。
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　 　 锰是人体必需微量元素， 但过量会导致神经毒性。 锰暴

露可以干扰脑内神经递质信号的传递， 有体外实验表明锰可

以影响谷氨酸 （ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ， Ｇｌｕ） 和天冬氨酸 （ ａｓｐａｒｔｉｃ
ａｃｉｄ， Ａｓｐ） 的摄取， 也可以使脑脊液中 γ⁃氨基丁酸 （γ⁃ａｍｉ⁃
ｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡＢＡ） 和谷氨酸浓度下降［１］ 。 近年来很多研

究表明兴奋性氨基酸参与了帕金森黑质纹状体多巴胺能神经

元的变性过程， 进而与帕金森的发生相关， 而脑内氨基酸类

神经递质间又存在着复杂的联系［２，３］ 。 因此研究锰对脑内四种

氨基酸类神经递质的影响对进一步阐明锰引起的神经毒性机

制具有重要意义。 本实验以锰中毒小鼠为研究对象， 测定小

鼠脑组织中 ＧＡＢＡ、 甘氨酸 （Ｇｌｙ）、 Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ 含量的变化，
为深入研究锰致神经毒性机制提供依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂与仪器

氯化锰 （ 分析纯）， 上海金山试剂； 氨基酸标准品

ＧＡＢＡ、 Ｇｌｙ、 Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ， 上海原叶生物科技有限公司； 邻苯

二甲醛， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 乙酸钾为分析纯； 甲醇为色谱纯。
高效液相色谱仪， Ｗａｔｅｒｓ 公司； Ｃ１８ 色谱柱 （１５０ ｍｍ× ４􀆰 ６
ｍｍ×５ μｍ）， 大连依利特公司； 超声波细胞粉碎机， 宁波科

生仪器厂。
１􀆰 ２　 动物分组及染毒

选择健康清洁级昆明种小鼠 ２４ 只， 雌雄各半， 体重 （３０
±２） ｇ， 由中国医科大学实验动物部提供， 实验动物许可证号

为 ＳＹＸＫ （辽） ２００８—０００５。 实验前适应性饲养 １ 周， 按体重

均衡原则将实验动物随机分 ４ 组， 每组 ６ 只， 分别为对照组

及低、 中、 高染锰组， 分别腹腔注射生理盐水及 １２􀆰 ５、 ２５、
５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＭｎＣｌ２， 注射容量均为 ５ ｍｌ ／ ｋｇ， 染毒 １４ ｄ， １ 次 ／ ｄ。
１􀆰 ３　 样品制备

使用分析天平称取 １５０ ｍｇ 脑组织， 按 １ ∶ ９ （Ｗ ／ Ｖ） 加入

预冷生理盐水， 用电动匀浆机在冰水浴条件下匀浆 ２０ ｓ 超声

４５ ｓ。 以３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 将脑组织匀浆 ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清

１００ μｌ 用于检测蛋白含量。 另取上清 ５００ μｌ， 以１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
４ ℃再离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清， 抽滤后用于氨基酸含量测定。
１􀆰 ４　 邻苯二甲醛 （ＯＰＡ） 柱前衍生高效液相色谱荧光检测氨

基酸含量

（１） 标准液配制： 用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶 液 分 别 配 制

ＧＡＢＡ、 Ｇｌｕ、 Ａｓｐ、 Ｇｌｙ 标准品储备液， 浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 测

定前用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液稀释成 ０􀆰 ３、 ２􀆰 ０、 ３􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ５􀆰 ０、
６􀆰 ０、 ８􀆰 ０、 １２􀆰 ０ 和 ２０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的标准系列。 （２） 衍生试剂

配制： 量取 ０􀆰 ５ ｍｌ β⁃巯基乙醇， 称取 ２０ ｍｇ 邻苯二甲醛溶于

０􀆰 ５ ｍｌ 甲醇中， 再加入 ０􀆰 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 硼酸缓冲液 （ ｐＨ ＝ １０􀆰 ５）
９􀆰 ０ ｍｌ， 超声溶解， 避光保存。 （３） 衍生化反应： 在室温下，
吸取氨基酸标准液或样品液 １００ μｌ， 加入邻苯二甲醛衍生试

剂 ２００ μｌ， 混匀静置 ２ ｍｉｎ 后， 进样 ２０ μｌ。 （４） 色谱条件：
荧光检测器激发波长 ２５０ ｎｍ， 发射波 ４１０ ｎｍ； 色谱柱， Ｃ１８
色谱柱 （１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ×５ μｍ）， 柱温 ３０ ℃； 流动相 Ａ，
ＨＰＬＣ 级甲醇； 流动相 Ｂ， ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸钾溶液， ｐＨ＝ ５􀆰 ８９；
Ａ 相梯度洗脱条件， ０～ ２ ｍｉｎ、 ２０％ ～ ４７％， ２ ～ ９ ｍｉｎ、 ４７％ ～
５３％， ９～１２ ｍｉｎ、 ５３％～１００％， １７ ｍｉｎ １００％， 平衡 ６ ｍｉｎ 后，
２３ ｍｉｎ 结束洗脱； 用外标法定量峰面积。
１􀆰 ５　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件处理所有数据， 各组测量结果均以均

数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示。 多组之间均数的比较在满足正态性

和方差齐的条件下采用方差分析法， 两两比较采用 ＬＳＤ 法，
均以检验水准 Ｐ＜０􀆰 ０５ 有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 动物的行为、 体重和脏器系数的变化

ＭｎＣｌ２ 染毒 １４ ｄ， 各组大鼠饮食和饮水量无明显变化， 活

动正常， 没有一般中毒的表现。 高锰组部分大鼠出现毛色变

暗， 欠光滑， 易激惹伴站立和活动减少等行为学变化。
随着染毒时间的增长， 各组小鼠体重增加， 但同一时间
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不同染毒剂量组之间体重差异无统计学意义。 各组小鼠脑脏

器系数差异无统计学意义。
２􀆰 ２　 色谱图

在本实验检测条件下四种氨基酸类神经递质在 １２ ｍｉｎ 内

均得到较好分离。 各种氨基酸峰形良好， 无重合、 双峰、 拖

尾等现象。 见图 １。

图 １　 氨基酸分离色谱图

２􀆰 ３　 脑组织中氨基酸类神经递质的含量

与对照组比较， 随着染锰浓度的提升， 小鼠脑内 ＧＡＢＡ
含量逐渐降低， Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ 含量逐渐增高， 呈现剂量依赖性趋

势； 而 Ｇｌｙ 含量未见显著性变化。 与对照组相比， 中剂量染锰

组中 Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ 分别增高 ２８􀆰 ６３％和 ２６􀆰 ８６％ （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 在高剂量染锰组中 ＧＡＢＡ 含量下降 ２８􀆰 ７５％ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ 含量分别增高 ３８􀆰 ６８％ 和 ４７􀆰 ４７％ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 见表 １。

表 １　 各组小鼠脑组织中四种氨基酸神经递质

含量的比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ６） μｍｏｌ ／ ｇ ｐｒｏ
组别 ＧＡＢＡ Ｇｌｙ Ｇｌｕ Ａｓｐ

对照组 ３１􀆰 ８３±５􀆰 ８６ ３７􀆰 ５９±５􀆰 ８３ ３８􀆰 ２４±５􀆰 ９４ ４０􀆰 ３６±４􀆰 ２９
低锰组 ２９􀆰 ２４±３􀆰 ８７ ４１􀆰 ６６±５􀆰 ４９ ４０􀆰 ６１±４􀆰 ０６ ４３􀆰 ２７±５􀆰 ７７
中锰组 ２６􀆰 ６５±４􀆰 ７７ ３７􀆰 ３２±３􀆰 ２６ ４９􀆰 １９±９􀆰 ３６∗ ５１􀆰 ２０±８􀆰 ３８∗∗

高锰组 ２２􀆰 ６８±５􀆰 １２∗∗ ３６􀆰 ９０±３􀆰 １４ ５３􀆰 ０３±８􀆰 ９０∗∗ ５９􀆰 ５２±５􀆰 ２１∗∗

注： 与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３　 讨论

氨基酸是中枢神经系统中数量最多、 分布最广的神经递

质， 在众多的氨基酸中只有 Ｇｌｕ、 Ａｓｐ、 Ｇｌｙ、 ＧＡＢＡ 可作为神

经递质［４］ 。 近些年来研究发现 Ｇｌｕ 的兴奋性毒性在帕金森病

（ＰＤ） 的发病中发挥重要作用， 相关的其他三种氨基酸类神

经递质也被报道参与了 ＰＤ 的发病［２］ 。 本实验发现两种兴奋性

神经递质 Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ 都随着染锰剂量的增加而增加， 尤其中、
高锰组与对照组相比增加具有统计学意义， 提示锰暴露确实

可以导致小鼠脑内氨基酸类神经递质含量异常， 可能是锰引

起神经毒性损伤的主要机制之一。 Ｃｈａｎｄｒａ 等［５］ 研究发现小鼠

每天暴露 ６ ｍｇ ／ ｋｇ 的锰会导致脑内锰的浓度显著增高而 ＧＡＢＡ
的浓度显著下降， 这与本实验结果相近。 在成人脑中 ＧＡＢＡ
是含量最丰富的抑制性神经递质［６］ ， ＧＡＢＡ 能神经递质的减少

可以导致严重的中枢神经系统紊乱， 尤其可以导致癫痫发

作［７］ 。 谷 氨 酸 在 谷 氨 酸 脱 羧 酶 （ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，
ＧＡＤ） 的作用下可以转换成 ＧＡＢＡ［８］ ， Ｇｒｅｇｇ 等［９］ 通过实验发

现长期暴露锰会导致尾状核的 ＧＡＤ 含量与对照组相比减少。
由此推断锰可能是通过 ＧＡＤ 的减少使得 Ｇｌｕ 的含量增加而使

ＧＡＢＡ 含量降低， 但其机制需要进一步研究验证。 对于 Ｇｌｙ，
我们的实验结果表明各染锰组间差异无统计学意义。 国外有

报道 ＭｎＣｌ２２５ ｍｇ ／ ｋｇ 可以导致 ６ 周雌性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠脑内 Ｇｌｙ 的

含量显著增高［１０］ ， 这有可能是由于我们的染毒时间较短加之

动物的品系及性别差异有关， 还需进一步实验验证。
综上， 锰可以对小鼠脑组织氨基酸类神经递质产生影响，

而氨基酸类神经递质可能是锰神经毒性作用的靶点之一。
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ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ： Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎｄ ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，
２００４， ２４ （６）： ７０７⁃７２８．

［７］ Ａｎａ Ｇａｄｅａ， Ａｎａ Ｍａｒíａ Ｌ􀆩ｐｅｚ⁃Ｃｏｌｏｍ􀆧． Ｇｌｉａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｆｏｒ ｇｌｕｔａｍａｔｅ，
ｇｌｙｃｉｎｅ， ａｎｄ ＧＡＢＡ： Ⅱ． ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００１， ６３ （１５）： ４６１⁃４６８．

［８］ Ｃａｒｌｓｓｏｎ Ｍ， Ｃａｒｌｓｓｏｎ Ａ． Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ａｎｄ ｍｏｎｏ⁃
ａｍｉｎｅｒｇｉｃ ｓｙｓｔｅｍｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｇａｎｇｌｉａ⁃ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ
ａｎｄ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ［ Ｊ ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ， １９９０， １３ （ ７ ）：
２７２⁃２７６．

［９］ Ｇｒｅｇｇ Ｄ Ｓ， Ｄｕｎｃａｎ Ｂ Ｌ， Ｖａｌｅｎｔｉｎａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｉｓ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ａｎｄ ａｌｔｅｒｓ ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃ ａｎｄ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ
ｂａｓａｌ ｇａｎｇｌｉａ ［Ｊ］ ． ＮＩＨ Ｐｕｂｌｉｃ Ａｃｃｅｓｓ， ２００９， １１０ （１）： ３７８⁃３８９．

［１０］ Ｄｉｎａｍｅｎｅ Ｓａｎｔｏｓ， Ｍ Ｃａｍｉｌａ Ｂａｔｏｒｅｕ， Ｉｓａｂｅｌ Ａｌｍｅｉｄａ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｎ⁃
ｇａｎｅｓｅ ａｌｔｅｒｓ ｒａｔ ｂｒａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｌｅｖｅｌｓ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｔｒａｃｅ Ｅｌｅｍ Ｒｅｓ，
２０１２， １５０ （１⁃３）： ３３７⁃３４１．

·６０２· 中国工业医学杂志　 ２０１６ 年 ６ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｉｎｄ Ｍｅｄ　 Ｊｕｎｅ ２０１６， Ｖｏｌ． ２９ Ｎｏ． ３　 　


