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　 　 摘要： 选取 ＳＤ 大鼠 ４０ 只， 随机分为对照组和 ７􀆯 ８⁃氧化

苯乙烯（ＳＯ）低、 中、 高剂量染毒组， 雌雄各半。 ＳＯ 低、 中、
高染 毒 剂 量 分 别 为 １ ／ １２ ＬＤ５０ （ １６６􀆰 ６ ｍｇ ／ ｋｇ ）、 １ ／ ６ ＬＤ５０

（３３３􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ）、 １ ／ ３ ＬＤ５０ （６６６􀆰 ６ ｍｇ ／ ｋｇ）， 对照组给予等量

玉米油， 空腹灌胃染毒； １ 次 ／ ｄ， 连续染毒 ３ 周。 染毒结束利

用 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫测定小鼠学习记忆能力； 之后取血清和海马

组织测定一氧化氮 （ＮＯ） 含量及一氧化氮合酶 （ＮＯＳ） 活

性。 结果显示， Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定位航行实验 ＳＯ 高剂量染毒组

大鼠寻找平台的潜伏期时间明显延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 空间探索实

验 ＳＯ 中、 高剂量染毒组大鼠初次进入平台所需时间明显增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与对照组相比， ＳＯ 中、 高剂量染毒组血清和海马

组织中 ＮＯ 含量和 ＮＯＳ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＳＯ 低剂量染毒

组海马组织 ＮＯＳ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示 ＳＯ 的神经毒性作

用可能与 ＮＯ 含量和 ＮＯＳ 活性有关。
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７􀆯 ８⁃氧化苯乙烯 （ ｓｔｙｒｅｎｅ⁃７􀆯 ８⁃ｏｘｉｄｅ， ＳＯ） 分子

式 Ｃ８Ｈ８Ｏ， 为苯乙烯的主要代谢产物， 其毒性高于苯

乙烯， 常温下极易溶于有机溶剂［１］。 ＳＯ 被广泛应用

于医药、 农用化学品、 有机合成等化工生产行业［２］。
人们接触 ＳＯ 的主要途径为职业环境中空气吸入和饮

用受污染的水［３］， 短期接触会对皮肤和黏膜产生刺激

作用， 长期接触可导致周围神经病及神经衰弱［４］。 研

究表明［５⁃６］， ＳＯ 可致脑和肝组织的氧化损伤， 具有肺

和遗传毒性［７⁃８］。 目前， ＳＯ 神经毒性的具体机制尚不

清楚。 海马是学习记忆功能的主要区域， 学习记忆能

力下降也是神经损伤的重要表现。 本研究拟通过建立

大鼠 ＳＯ 染毒模型， 对大鼠血清和海马组织中的一氧

化氮 （ＮＯ） 含量和一氧化氮合酶 （ＮＯＳ） 活性进行

检测， 为 ＳＯ 神经毒性机制研究提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物与分组　 选择健康 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ４０
只， 体质量 （２００±２０） ｇ， 雌雄各半， 由辽宁长生生

物技术股份有限公司提供， 动物合格证号： ＳＣＸＫ
（辽） ２０２０—０００１。 实验开始前对动物适应性饲养

１ 周。 按体质量随机分成对照组和 ＳＯ 低、 中、 高剂

量染毒组， 每组 １０ 只。 ＳＯ 低、 中、 高剂量染毒组分

别给 予 经 玉 米 油 稀 释 的 ＳＯ １６６􀆰 ６ ｍｇ ／ ｋｇ （ １ ／ １２
ＬＤ５０）、 ３３３􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ （ １ ／ ６ ＬＤ５０ ） 及 ６６６􀆰 ６ ｍｇ ／ ｋｇ
（１ ／ ３ ＬＤ５０）， 对照组给予等量玉米油， 每日空腹灌

胃， 灌胃体积为 １ ｍｌ ／ １００ ｇ， １ 次 ／ ｄ， 连续染毒 ３ 周。
每周称重 １ 次， 根据体质量重新确定灌胃量。 受试物

ＳＯ， 纯度≥９８％， 购于美国 Ｎｅｗ Ｊｅｒｓｅｙ 公司。
１􀆰 ２　 神经行为学测试 （Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫系统）
１􀆰 ２􀆰 １　 定位航行实验 　 大鼠 ＳＯ 染毒结束后进行

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验。 实验共 ５ ｄ， 每只大鼠每天以不

同象限作为入水点， 共测试 ３ 次。 电脑系统记录大鼠

游泳路线和逃逸潜伏期。 若大鼠 ９０ ｓ 内爬上逃逸平

台， 停留超过 ５ ｓ 则认为大鼠找到平台； 若 ９０ ｓ 内未

找到平台， 需引导大鼠爬上平台， 停留 １０ ｓ， 逃避潜

伏期记 ９０ ｓ。 各组大鼠通过多次寻找水下逃逸平台， 训

练其记忆平台位置和逃逸路线， 反映大鼠空间学习能力。
１􀆰 ２􀆰 ２　 空间探索实验　 选择与定位航行实验相同时

间段， 撤除逃逸平台， 将大鼠自Ⅲ象限放入水池内，
记录大鼠 ９０ ｓ 内初次进入平台时间、 有效进入平台次

数和逃逸平台滞留时间。
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１􀆰 ３　 指标检测　 水迷宫实验结束后， 将大鼠乙醚麻

醉， 采血并取血清， 后将大鼠断头于冰盒上常规取海

马， 存于－２０℃冰箱。 测定前取海马制成匀浆， 测定

血清及海马组织中 ＮＯ 含量和 ＮＯＳ 活性。 ＮＯ 含量测

定采用硝酸还原酶法， ＮＯＳ 活性测定采用比色法。 操

作方法严格按试剂盒 （南京建成生物工程研究所生

产） 说明书进行。
１􀆰 ４　 统计分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件进行方差

分析和组间多重比较， 正态分布的数据用 ｘ±ｓ 表示，
并用单因素方差分析 （ＬＳＤ） 方法进行组间比较； 对

于方差不齐的数据采用 Ｔａｍｈａｎｅ 进行组间比较； 以 Ｐ
＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＳＯ 染毒大鼠体质量测定　 各组大鼠体质量均有

增加， 以对照组增加最多， ＳＯ 高剂量染毒组增加最

少， 与对照组相比差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
见表 １。

表 １　 ＳＯ 染毒大鼠体质量变化（ｘ±ｓ）［ｇ］

组别　 　 　 　 ｎ 染毒前 第 １ 周 第 ２ 周

对照组 １０ ２１１􀆰 ６±１８􀆰 ４２ ２３８􀆰 １±９􀆰 ７８ ２４７􀆰 ６±２０􀆰 ３９

ＳＯ 低剂量染毒组 １０ ２１２􀆰 １±１８􀆰 ７４ ２２９􀆰 ３±１１􀆰 ６４ ２４１􀆰 ２±２１􀆰 ９６

ＳＯ 中剂量染毒组 １０ ２１２􀆰 ８±１５􀆰 ８５ ２２７􀆰 １±７􀆰 ９４ ２３９􀆰 ７±１６􀆰 ９１

ＳＯ 高剂量染毒组 １０ ２１０􀆰 ７±２０􀆰 ２５ ２０９􀆰 ４±１８􀆰 １７ａ ２２０􀆰 ４±２５􀆰 ２９ａ

　 　 注： ａ， 与对照组相比 Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２　 ＳＯ 染毒对大鼠学习记忆的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 定位航行实验 　 训练第 ３ 天后 ＳＯ 高剂量染

毒组大鼠寻找平台的潜伏期时间明显延长， 与对照组

相比差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２。

表 ２　 ＳＯ 染毒大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定位航行实验结果（ｘ±ｓ）［ｓ］

组别 ｎ
寻找平台潜伏期

第 １ 天 第 ２ 天 第 ３ 天 第 ４ 天 第 ５ 天

对照组 １０ ２２􀆰 ０４±３􀆰 ３０ １６􀆰 ７７±１􀆰 ５８ １０􀆰 ０４±３􀆰 ５２ １０􀆰 ００±２􀆰 ０６ ６􀆰 ５０±１􀆰 ７６
ＳＯ 低剂量染毒组 １０ ２０􀆰 ７４±６􀆰 ０４ １８􀆰 ７８±５􀆰 ４５ ９􀆰 １６±２􀆰 ６３ １０􀆰 ０４±１􀆰 ２５ ９􀆰 ７２±２􀆰 ７０
ＳＯ 中剂量染毒组 １０ ２７􀆰 ７６±５􀆰 ３１ １７􀆰 ３１±４􀆰 ４２ １３􀆰 ４４±３􀆰 ２５ １１􀆰 ８８±２􀆰 ５２ ９􀆰 ２８±１􀆰 １８
ＳＯ 高剂量染毒组 １０ ２７􀆰 ９８±５􀆰 ６２ １８􀆰 ３７±２􀆰 ６３ １４􀆰 ４４±２􀆰 ２５ａ １６􀆰 ６５±３􀆰 ４６ａ １３􀆰 ２８±３􀆰 ６３ａ

　 　 注： ａ， 与对照组相比 Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２􀆰 ２　 空间探索实验 　 ＳＯ 高剂量染毒组大鼠初次

进入平台时间明显延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＳＯ 中﹑高剂量

染毒组大鼠逃逸平台滞留时间明显缩短， 与对照组相

比差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ３。
２􀆰 ３　 血清及海马组织中 ＮＯ 含量和 ＮＯＳ 活性 　 ＳＯ
中、 高剂量染毒组血清中 ＮＯ 含量和 ＮＯＳ 活性均明

显高于对照组； ＳＯ 中、 高剂量染毒组海马组织中 ＮＯ
含量明显升高， ＳＯ 各剂量染毒组海马组织中 ＮＯＳ 活

性显著高于对照组， 差异具有统计学意义 （ Ｐ＜

０􀆰 ０５）。 见表 ４。

表 ３　 ＳＯ 染毒大鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫空间探索实验结果（ｘ±ｓ）

组别　 　 　 ｎ
初次进入平台

时间 （ｓ）
有效进入

平台次数

逃逸平台滞留

时间 （ｓ）

对照组 １０ ４􀆰 ５６±１􀆰 １８ ５􀆰 ７３±１􀆰 ５７ ４􀆰 ６８±１􀆰 ７２

ＳＯ 低剂量染毒组 １０ ８􀆰 ２５±１􀆰 ３９ ５􀆰 ３３±１􀆰 ７４ ４􀆰 １０±１􀆰 ２２

ＳＯ 中剂量染毒组 １０ ８􀆰 １１±１􀆰 ４４ ５􀆰 ００±１􀆰 ８９ ２􀆰 ６６±０􀆰 ３８ａ

ＳＯ 高剂量染毒组 １０ ２７􀆰 ８８±３􀆰 １９ａ ４􀆰 ６３±１􀆰 ０７ ２􀆰 ５４±０􀆰 ４２ａ

　 　 注： ａ， 与对照组相比 Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ４　 ＳＯ 对染毒大鼠血清及海马组织中 ＮＯ 含量和 ＮＯＳ 活性的影响 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ
血清 海马组织

ＮＯ 含量（μｍｏｌ ／ Ｌ） ＮＯＳ 活性（Ｕ ／ ｍｌ） ＮＯ 含量（μｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ） ＮＯＳ 活性（Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）
对照组 １０ ２􀆰 ３１±０􀆰 ３５ ２８􀆰 ５６±２􀆰 ７０ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２ ２􀆰 ０２±０􀆰 ３１
ＳＯ 低剂量染毒组 １０ ２􀆰 ６４±０􀆰 ６１ ３１􀆰 ５７±１􀆰 １９ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０１ ２􀆰 ７９±０􀆰 ４６ａ

ＳＯ 中剂量染毒组 １０ ５􀆰 ０３±１􀆰 ９９ａ ３２􀆰 ９５±３􀆰 ０４ａ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０３ａ ２􀆰 ９２±０􀆰 ３５ａ

ＳＯ 高剂量染毒组 １０ ４􀆰 ８０±０􀆰 ８１ａ ３６􀆰 ０４±４􀆰 ７７ａ ０􀆰 ５７±０􀆰 １１ａ ３􀆰 ０９±０􀆰 ７１ａ

　 　 注： ａ， 与对照组相比 Ｐ＜０􀆰 ０５。

３　 讨　 论

在与学习记忆有关的脑区中， 海马是关键区

域［９］。 ＳＯ 是一种具有神经系统毒性作用的化合物，
可能对学习记忆能力产生一定的损害作用。 目前，

Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验是评价动物空间学习记忆能力最广

泛和标准的行为学实验［１０］。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验由定

位航行实验和空间探索实验两部分组成。 定位航行实

验反映动物的记忆能力和对物体的识别能力， 空间探

索实验评价空间记忆能力。 本研究 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫定位
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航行实验发现， 随着染毒时间和剂量的增加， ＳＯ 高

剂量染毒组大鼠寻找平台的潜伏期时间明显延长； 空

间探索实验中， 大鼠初次进入平台时间 ＳＯ 染毒组高

于对照组， 逃逸平台滞留时间 ＳＯ 染毒组低于对照

组； 表明 ＳＯ 使大鼠的空间学习记忆能力受到损害。
国外学者研究显示， 空间记忆和海马长时程增强

（ＬＴＰ） 之间存在联系， 因为两者都依赖于 Ｎ⁃甲基⁃Ｄ⁃
天冬氨酸 （ＮＭＤＡ） 受体［１１］。 ＮＯ 是中枢神经系统中

一种独特的具有神经调节作用的气体递质， 由 Ｌ⁃精
氨酸通过 ＮＯＳ 合成［１２］。 海马区的 ＮＯ 作为逆行信使

在 ＬＴＰ 和随后的学习和记忆过程中发挥着重要作

用［１３］。 Ｐｈｉｌｌｉｐｓ 等［１４］ 发现， 通过敲除小鼠的 ＮＯＳ 基

因会导致其空间学习能力下降。 现已经确定的三种

ＮＯＳ 亚型分别为神经型 ＮＯＳ（ ｎＮＯＳ）、 诱导型 ＮＯＳ
（ｉＮＯＳ）和内皮型 ＮＯＳ（ｅＮＯＳ）。 ｎＮＯＳ 在中枢神经系

统中分布广泛而丰富， 是一种钙 ／钙调素依赖性酶。 ＮＯ
可能通过 ＮＯ⁃ｃＧＭＰ⁃ＰＫＧ 通路， 进而影响大鼠神经元发

育、 突触可塑性、 学习和记忆功能［１５］。 ＮＯ 还可以通过

调节海马区神经递质的释放对学习记忆产生影响［１６⁃１７］。
在中枢神经系统中， 生理性 ＮＯ 作为神经递质或

神经调节剂对各种脑部刺激作出反应， 并在 ＬＴＰ 和

突触可塑性中发挥重要作用［１５］。 然而， 随着时间的

推移， ＮＯ 过量会导致亚硝化应激反应， 从而产生神

经毒性， 影响学习记忆功能［１８］。 ＮＯ 也可能通过干扰

空间学习中的谷氨酸能受体释放造成细胞内 Ｃａ２＋ 超

载， 使神经细胞损伤， 导致大鼠空间学习记忆障

碍［１２，１９］ 。 本研究显示， ＳＯ 高剂量染毒组大鼠学习

记忆能力下降， 且血清及海马组织中的 ＮＯ 含量和

ＮＯＳ 活性明显增加， 说明 ＮＯ 含量升高会损伤海马

学习记忆能力。
综上所述， ＳＯ 暴露可使 ＮＯＳ 活性增强， ＮＯ 含

量升高， 对 ＬＴＰ 的诱导和维持产生影响， 这可能是

ＳＯ 降低大鼠空间学习记忆能力的机制之一。
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