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驱动蛋白家族成员５Ａ介导的溶酶体功能在镉神经毒性中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨驱动蛋白家族成员５Ａ（ｋｉｎｅｓｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ５Ａ，ＫＩＦ５Ａ）介导的溶酶体功能
损伤在镉神经毒性中的作用。方法　以原代培养的 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠皮层神经元为模型，分为对
照组和镉暴露组。检测氯化镉暴露２４ｈ后皮层神经元的半数抑制浓度（ＩＣ５０）。进一步用１、２、３μｍｏｌ／Ｌ
氯化镉处理神经元２４ｈ，检测细胞存活率、神经元分化和溶酶体功能。ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＫＩＦ５ＡｍＲＮＡ和蛋白的表达。腺病毒过表达ＫＩＦ５Ａ检测镉暴露后神经元的溶酶体功能、分化及细胞存
活率。结果　神经元暴露氯化镉２４ｈ的半数抑制浓度ＩＣ５０为２．９μｍｏｌ／Ｌ。与对照组相比，２、３μｍｏｌ／Ｌ
镉暴露２４ｈ后神经元细胞活力受到抑制（Ｐ＜０．０１），突起生长的总长度和分枝点数目显著减少（Ｐ＜
０．０１）。此外，与对照组相比，２、３μｍｏｌ／Ｌ氯化镉处理后显著抑制神经元溶酶体组织蛋白酶Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ
Ｂ，ＣＴＳＢ）的活性和改变其酸性环境（Ｐ＜０．０１），但是对组织蛋白酶Ｄ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＤ，ＣＴＳＤ）活性没有影响。
镉暴露后ＫＩＦ５Ａ的ｍＲＮＡ及蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０１）。过表达ＫＩＦ５Ａ可以显著改善镉暴露对神经
元组织蛋白酶活性ＣＴＳＢ的抑制、稳定镉暴露造成的溶酶体 ｐＨ值改变，拮抗镉暴露对神经元细胞活力
及突起生长的抑制作用（Ｐ＜０．０１）。结论　镉暴露显著减少神经元中 ＫＩＦ５Ａ蛋白的表达，从而损伤溶
酶体功能，抑制神经元细胞活力及突起生长。
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　　重金属镉被广泛应用于电镀、化工、电池生产等多
个领域。自日本富山县人群因食用镉污染的稻米和鱼

虾等出现痛痛病（ＩｔａｉＩｔａｉＤｉｓｅａｓｅ）以来，镉中毒机制及
其防治引起了世界各国的高度关注。我国镉污染现状

同样十分严峻，２０１８年《环境科学》报道中国粮食主产
区耕地土壤重金属点位超标率为２１．４９％，且镉污染耕
地点位超标率（１７．３９％）位列第一［１］。镉是多系统、

多器官毒物［２］，神经系统是镉毒理作用的主要靶器官

之一。多项人群流行病学调查显示镉暴露会损伤认知

功能［３－４］。研究表明，镉暴露会抑制小鼠海马区神经

发生和神经元凋亡，从而损伤小鼠的认知和嗅觉记

忆［５］。因此探究镉诱导神经系统损伤的分子机制，可

以为镉的神经毒性防护提供新线索。

　　溶酶体功能障碍是镉对中枢神经系统损伤的重要
机制。溶酶体是神经元内物质代谢的主要场所，某些

衰老细胞器和生物大分子等陷入溶酶体内并被消化掉

是维持神经元稳态的关键因素之一［６］。溶酶体受损

会导致细胞凋亡因子的释放、细胞自噬障碍，造成神经

元的损伤或者促使神经元死亡［７］。因此，维持溶酶体

的正常功能对神经元生命活动是至关重要的。我们前

期研究结果显示，神经细胞（Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞）在镉暴露
后会出现溶酶体标志蛋白 ＬＡＭＰ１的减少，溶酶体的
ｐＨ值改变，溶酶体的水解酶活性降低，能量代谢障碍
进而促进神经细胞死亡，提示溶酶体功能损伤是镉神

经毒性的重要机制［８－９］。然而，镉是通过哪些信号通

路损伤溶酶体功能，有待于进一步阐明。

　　ＫＩＦ５Ａ即驱动蛋白家庭成员 ５Ａ（ｋｉｎｅｓｉｎｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒ５Ａ），是一种基于微管的运动蛋白，参与细胞
内细胞器、蛋白质等大分子物质的运输。ＫＩＦ５Ａ蛋白
在维持神经元的活力和可塑性及相关神经系统疾病的

发生发展中都发挥着重要的作用。最近研究也表明

ＫＩＦ５Ａ对于维持神经元溶酶体的正常功能也有重要意
义［１０－１１］。本研究通过体外实验，以原代培养的ＳＰＦ级

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠皮层神经元为模型，初步探究 ＫＩＦ５Ａ
介导的溶酶体功能在镉神经毒性中的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞培养及氯化镉暴露方式
　　根据我们前期建立的方法［１１］，在体式显微镜下从

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ新生小鼠（Ｐ０～Ｐ１）中分离培养原代皮层神
经元。分离的神经元在聚 Ｌ赖氨酸（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司）包被过的培养皿中培养。接种培养基为：ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）含 １０％ ＦＢＳ、１０％马血清
（Ｇｉｂｃｏ公司）和１％青霉素及链霉素，在５％ＣＯ２加湿
环境中３７℃培养２４ｈ后，培养基更换为ＮｅｕｒｏｂａｓａｌＡ
培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），并补充２％Ｂ２７（Ｇｉｂｃｏ公司）和
０．５％ＧｌｕｔａＭＡＸ（Ｇｉｂｃｏ公司）。神经元培养７ｄ后，用
氯化镉处理原代皮层神经元２４ｈ。氯化镉购自 Ｓｉｇｍａ
公司，纯度＞９９．９９％。以 ＰＢＳ配制氯化镉储液，浓度
为１００ｍｍｏｌ／Ｌ，以培养基稀释至１～７μｍｏｌ／Ｌ使用。
　　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ新生小鼠（Ｐ０～Ｐ１）由陆军军医大学实
验动物中心提供，生产许可证号ＳＣＸＫ（渝）２０１７０００２，
使用许可证号 ＳＹＸＫ（渝）２０１７０００２。动物实验获得
陆军军医大学实验动物伦理审查委员会批准

（ＡＭＵＷＥＣ２０１９４９３）。
１．２　ＣＣＫ８细胞增殖实验
　　使用细胞增殖毒性检测试剂盒（ＣＣＫ８，Ｄｏｊｉｎｄｏ
公司）测定细胞增殖能力。将小鼠皮层神经元细胞以

２×１０４／孔接种于９６孔细胞培养板，培养 ７ｄ后，用含
不同剂量氯化镉的培养基处理２４ｈ，通过酶标仪在波
长４５０ｎｍ处测量光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．３　神经元突起生长分析实验
　　将小鼠皮层神经元细胞以１×１０４／孔接种于９６孔
细胞培养板，培养７ｄ后，分别用含１、２、３μｍｏｌ／Ｌ氯
化镉培养基处理细胞。将培养板放入 ＩｎｃｕＣｙｔｅＺＯＯＭ
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（ＥｓｓｅｎＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ公司，美国）装置中培养。ＩｎｃｕＣｙｔｅ
每８小时记录１次细胞图像，持续２４ｈ。利用ＩｎｃｕＣｙｔｅ
ＺＯＯＭＮｅｕｒｏＴｒａｃｋ分析系统分析神经元突起生长，参
考课题组前期建立的方法［１２］分析镉暴露对其突出长

度及分枝点数量的影响。

１．４　组织蛋白酶Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ，ＣＴＳＢ）和组织蛋白酶
Ｄ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＤ，ＣＴＳＤ）活性检测

　　将小鼠皮层神经元细胞以 ２×１０６／孔接种于 ６孔
板，培养７ｄ后，分别用含１、２、３μｍｏｌ／Ｌ氯化镉培养
基处理细胞２４ｈ。分别采用 ＣＴＳＢ和 ＣＴＳＤ活性荧光
检测试剂盒（ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ公司，Ｋ１４３１００，Ｋ１４０１００）检
测镉处理对神经元组织蛋白酶活性的影响，使用

ＩｎｆｉｎｉｔｅＴＭＭ２００多功能酶标仪分别读取４００ｎｍ激发和
５０５ｎｍ发射的荧光值（ＣＴＳＢ）及３２８ｎｍ激发和４６０ｎｍ
发射的荧光值（ＣＴＳＤ）。分别以蛋白浓度标化 ＣＴＳＢ
或ＣＴＳＤ活性［７］。

１．５　神经元溶酶体ｐＨ检测
　　根据课题组之前的方法［９］测量神经元溶酶体 ｐＨ
值。将小鼠皮层神经元细胞以 ２×１０４／孔接种于黑色
９６孔细胞培养板，培养７ｄ后，分别用含１、２、３μｍｏｌ／Ｌ
氯化镉培养基处理细胞２４ｈ。弃去培养基，每孔加入
１μｍｏｌ／ＬＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒＧｒｅｅｎＤＮＤ１８９探针（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司），避光孵育 ５ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗涤 ３次，使用
ＩｎｆｉｎｉｔｅＴＭＭ２００多功能酶标仪读取 ４８５ｎｍ激发和
５３０ｎｍ发射的荧光值。
１．６　神经元溶酶体ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＴＭＲｅｄＤＮＤ９９染色
　　根据课题组之前的方法［９］检测神经元溶酶体的

免疫荧光。将小鼠皮层神经元细胞以 １×１０６／孔接种
于玻璃底共聚焦皿中，培养 ７ｄ后，分别用含 １、２、
３μｍｏｌ／Ｌ氯化镉培养基处理细胞２４ｈ。弃去培养基，
每孔加入含１μｍｏｌ／ＬＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＴＭＲｅｄＤＮＤ９９探针
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）的培养基，培养箱中孵育６０ｍｉｎ，使用
共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ８，德国）进行拍照及计算。
１．７　实时定量荧光ＰＣＲ分析
　　以总ＲＮＡ提取试剂ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（宝生物公司，日
本）按说明书步骤提取样本总ＲＮＡ。按反转录试剂盒
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（宝生物公司，日本）说明书步
骤将总ＲＮＡ转录为 ｃＤＮＡ。使用荧光定量检测试剂
ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（宝生物公司，日本）及荧光定量ＰＣＲ
仪（ＣＦＸ９６，美国伯乐公司）进行基因实时定量荧光
ＰＣＲ分析，检测 ＫＩＦ５ＡｍＲＮＡ在不同样本中的表达。

特异性引物序列见表 １。以 ＧＡＰＤＨ为内参，以 ２ΔΔＣｔ

方法计算ｍＲＮＡ表达量［１３］。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＫＩＦ５Ａ蛋白表达
　　分别收集对照组和各镉暴露组细胞样本提取总蛋
白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ分离，切胶、转
膜、封闭。分别加入兔抗小鼠 ＫＩＦ５Ａ抗体（１∶１０００，
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，美国）、小鼠抗小鼠
βａｃｔｉｎ抗体（１∶５０００，Ｓｉｇｍａ公司，美国），４℃ 孵育过
夜；分别加入ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００，碧云
天公司，中国），山羊抗小鼠 ＩｇＧ（１∶５０００，碧云天公
司，中国）室温摇床孵育 ２ｈ；洗膜，ＥＣＬ显色。利用
ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋系统和 ＩｍａｇｅＬａｂ软件（美国 ＢｉｏＲａｄ
公司）对条带进行成像和灰度值分析。

１．９　腺病毒ＫＩＦ５Ａ过表达实验
　　采用含过表达载体ＫＩＦ５Ａ的腺病毒（和元生物设
计合成）转染神经元，观察过表达 ＫＩＦ５Ａ对镉毒性的
拮抗作用。将小鼠皮层神经元细胞以 ２×１０４／孔接种
于９６孔细胞培养板中，培养 ６ｄ后，分别用含过表达
载体ＫＩＦ５Ａ（ＫＩＦ５Ａ过表达组）及对照载体（对照组）
的腺病毒感染神经元，２４ｈ后分别用含３μｍｏｌ／Ｌ氯化
镉（ＫＩＦ５Ａ过表达组＋镉处理组和对照＋镉处理组）培
养基处理细胞２４ｈ，进行后续检测。
１．１０　统计学处理
　　所有实验至少重复３次。采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０
软件进行统计分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示。组间比较采用ｔ
检验和单因素方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　氯化镉可显著抑制小鼠原代皮层神经元的细胞
活力

　　为分析氯化镉暴露对神经元细胞活力造成的影
响，以等差梯度测定１～７μｍｏｌ／Ｌ氯化镉暴露小鼠原
代皮层神经元 ２４ｈ后，以细胞增殖毒性检测试剂盒
ＣＣＫ８检测神经元细胞活力变化，计算氯化镉暴露神
经元的半数抑制浓度（ＩＣ５０），结果显示氯化镉 ＩＣ５０值
为２．９μｍｏｌ／Ｌ（图 １Ａ）。据此浓度，应用氯化镉等差
梯度浓度１、２、３μｍｏｌ／Ｌ观测氯化镉体外暴露对神经
元细胞活力的影响。结果显示，２μｍｏｌ／Ｌ和３μｍｏｌ／Ｌ
的氯化镉能显著抑制神经元的细胞活力，并呈剂量依

赖性特征（图１Ｂ）。

表１　基因引物序列与长度

基因 上游引物 下游引物 产物长度／ｂｐ
ＫＩＦ５Ａ ５′ＣＴＣＡＣＡＧＣＡＴＧＡＧＧＣＣＡＡＧＡ３′ ５′ＣＴＣＴＴＣＣＡＧＧＴＧＣＣＧＴＴＴＣＴ３′ ７９
ＧＡＰＤＨ ５′ＡＡＧＧＧＣＡＴＣＴＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣ３′ ５′ＴＣＧＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧＧＧＡ３′ ７７
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２．２　氯化镉暴露可显著抑制小鼠原代皮层神经元的
突起生长

　　将小鼠皮层神经元置于 ＩｎｃｕＣｙｔｅＺＯＯＭ装置中培
养并分别暴露于１、２、３μｍｏｌ／Ｌ氯化镉，观察及分析氯
化镉暴露对神经元突起生长的影响。结果显示，与

０μｍｏｌ／Ｌ氯化镉（对照组）相比，２μｍｏｌ／Ｌ和３μｍｏｌ／Ｌ
氯化镉暴露２４ｈ会显著减少神经元突起总长度，并且

３μｍｏｌ／Ｌ的氯化镉组在 ８ｈ神经元突起的总长度已
经受到明显抑制。随着处理时间延长，抑制程度加深，

并呈现剂量依赖特性（图 ２Ａ、Ｂ）。此外，神经元突起
的分枝点数目也受到明显影响（图２Ｃ），但是统计学差
异发生的时间较总长度受抑制发生的时间更长，提示

神经元突起的长度可能对镉暴露更为敏感。
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图１　氯化镉体外暴露对神经元细胞活力的影响

!
"
#

!$ !% !$ !% !$ !% !$ !%

&

'(

"(

!(

(

突
起
总
长
度

)
%
%

·
%
%

*
!

( + ,' !"

-时间
)#

.

/

/

/

/

, !((

, (((

+((

'((

"((

!((

(

突
起
总
分
枝
点
数
目

)
0
1
%
/
2
3

·
%
%

*
!

( + ,' !"

4时间
)#

.

/

/

/

( !%56)7 , !%56)7 ! !%56)7 8 !%56)7 ( !%56)7 , !%56)7 ! !%56)7 8 !%56)7

( !%56)7 , !%56)7 ! !%56)7 8 !%56)7

(
#

!$ !%

!$ !% !$ !% !$ !%

氯化镉浓度

!$ !% !$ !% !$ !% !$ !%

Ａ：ＩｎｃｕＣｙｔｅＺＯＯＭ观察神经元形态；Ｂ、Ｃ：神经元突起总长度和分枝点数目分析　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／Ｌ氯化镉比较

图２　不同浓度氯化镉体外暴露不同时间抑制神经元神经元突起生长
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２．３　氯化镉暴露显著抑制神经元溶酶体的功能
　　通过测定氯化镉暴露 ２４ｈ对神经元 ＣＴＳＢ和
ＣＴＳＤ活性的影响，以判断镉暴露对神经元溶酶体水解
功能的影响。结果显示，与０μｍｏｌ／Ｌ氯化镉（对照组）
相比，２、３μｍｏｌ／Ｌ氯化镉处理显著抑制神经元溶酶体
ＣＴＳＢ的活性，但是对ＣＴＳＤ活性没有影响（图３Ａ、Ｂ）。
ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒＧｒｅｅｎＤＮＤ１８９探针具有向酸性，能针对性
地结合活细胞中的酸性区室，随着细胞器的酸化程度

增高其荧光强度越强，常用来反映细胞溶酶体的

ｐＨ值改变情况。与０μｍｏｌ／Ｌ氯化镉（对照组）相比，
２、３μｍｏｌ／Ｌ氯化镉处理组相对荧光强度显著降低，说
明镉暴露后神经元溶酶体 ｐＨ值增高，并呈剂量依赖，
提示其酸性环境的丧失（图 ３Ｃ）。ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＴＭ Ｒｅｄ
ＤＮＤ９９探针免疫荧光检测结果显示，镉暴露显著抑制
了该探针的荧光强度，与ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒＧｒｅｅｎＤＮＤ１８９检
测结果一致（图 ３Ｄ、Ｅ），进一步确定镉暴露可以破坏
神经元溶酶体的酸性环境。

２．４　氯化镉暴露可显著抑制神经元 ＫＩＦ５ＡｍＲＮＡ及
蛋白的表达

　　与０μｍｏｌ／Ｌ氯化镉（对照组）相比，镉暴露神经
元２４ｈ，显著抑制ＫＩＦ５Ａ分子的ｍＲＮＡ转录水平并呈
剂量依赖特征（图 ４Ａ）。此外，经内参校正 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ分析结果显示，镉暴露也显著抑制 ＫＩＦ５Ａ的蛋白
翻译水平（图４Ｂ、Ｃ），提示 ＫＩＦ５Ａ的表达减少可能是
镉诱导神经元溶酶体功能受损的重要因素。

２．５　过表达ＫＩＦ５Ａ可以显著拮抗氯化镉暴露损伤的
神经元溶酶体功能

　　结果显示，含ＫＩＦ５Ａ过表达载体的腺病毒感染神
经元可以显著提高 ＫＩＦ５Ａ的表达效率（图 ５Ａ），而过
表达ＫＩＦ５Ａ显著扭转镉暴露对神经元 ＣＴＳＢ活性的抑
制（图５Ｂ）、增高镉暴露后ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒＧｒｅｅｎＤＮＤ１８９和
ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＴＭＲｅｄＤＮＤ９９的相对荧光强度（图５Ｃ～Ｅ）。
提示过表达 ＫＩＦ５Ａ能明显拮抗镉暴露诱导的神经元
溶酶体ＣＴＳＢ活性的降低和溶酶体酸性环境的破坏。
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图５　过表达ＫＩＦ５Ａ能部分改善镉暴露造成的溶酶体功能损伤

２．６　过表达ＫＩＦ５Ａ可以显著改善氯化镉暴露诱导的
神经元活力损伤和突起生长抑制

　　如图６Ａ所示，过表达 ＫＩＦ５Ａ显著拮抗镉暴露对
神经元细胞活力的抑制。同时ＩｎｃｕＣｙｔｅＺＯＯＭ检测及
分析结果显示，与氯化镉处理组相比，过表达 ＫＩＦ５Ａ＋

镉处理组神经元突起生长的总长度更长，分枝点数目

更多（图６Ｂ）。提示过表达ＫＩＦ５Ａ可显著改善溶酶体
功能，进而拮抗镉暴露对神经元细胞活力和突起生长

的抑制。
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图６　过表达ＫＩＦ５Ａ改善镉暴露对神经元细胞活力及突起生长的抑制

３　讨论

　　镉可以透过血脑屏障，在脑组织中进行蓄积，并引
起一系列的神经症状，包括头痛头晕、帕金森样症状、

学习障碍等。虽然镉的神经毒性已经被广泛报道，但

是其神经毒理机制仍然不清楚。本研究从 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
新生小鼠（Ｐ０～Ｐ１）中分离培养原代皮层神经元建立
急性镉神经毒性的体外模型，发现该暴露模式下，急性

镉暴露显著诱导小鼠神经元溶酶体功能损伤，显著抑

制神经元的细胞活力及其分化。同时发现 ＫＩＦ５Ａ介
导的溶酶体功能与镉神经毒性密切相关。本结果进一

步拓展了镉的神经毒理机制。

　　原代神经元一直被广泛应用于镉神经毒理学的研

究。以往研究多关注镉对大鼠原代皮层神经元的影

响。ＷＡＮＧ等［１３］研究发现２０μｍｏｌ／Ｌ镉暴露ＳＤ大鼠
胚胎鼠原代神经元 ２４ｈ后，细胞存活率约为 ６０％。
ＴＡＮＧ等［１４］结果则显示１０μｍｏｌ／Ｌ镉暴露 ＳＤ大鼠新
生鼠原代神经元２４ｈ后，细胞活力下降约为４０％。本
研究利用Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ新生小鼠（Ｐ０～Ｐ１）中分离培养原
代皮层神经元建立急性镉神经毒性的体外模型，结果显

示氯化镉在小鼠原代皮层神经元ＩＣ５０值为２．９μｍｏｌ／Ｌ，
与大鼠相比，小鼠的神经系统对于镉的敏感性更好，可

能是评估镉神经毒性更好的体外模型。

　　溶酶体被称为细胞中的终末降解站，可动态响应
多种细胞程序，特别是自噬［７］。由溶酶体中可溶性水

解酶、膜蛋白或辅助蛋白的异常所引起的溶酶体功能

６２３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



障碍与多种神经病理学有关，例如典型的溶酶体贮积

病［１５］。溶酶体功能损伤与很多环境污染物的神经毒

理机制同样密切相关。ＺＨＩ等［１６］研究发现锰暴露的

ＳＫＮＳＨ细胞出现溶酶体样结构或酸性囊泡的积累，
ＬＡＭＰ１表达的增加及ＣＴＳＤ活性的下降。ＧＵ等［１７］研

究发现铅暴露会改变溶酶体的 ｐＨ值，溶酶体标志蛋
白ＬＡＭＰ１下降，进而促进神经细胞死亡。我们前期结
果已经在Ｎｅｕｒｏ２ａ细胞上证实镉可以诱导神经细胞
株溶酶体功能损伤［８－９］。本研究在原代神经元模型中

的验证结果与此一致，显示镉暴露后抑制神经元溶酶

体ＣＴＳＢ的活性和改变其酸性环境，进一步明确溶酶
体功能损伤在镉神经毒性中的重要作用。

　　驱动蛋白超家族（ｋｉｎｅｓｉｎｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＫＩＦ）是细胞内重要的马达分子，在细胞内沿着微管转
运包括ｍＲＮＡ、蛋白复合体、细胞器在内的多种货物，
对维持细胞的正常功能发挥不可替代的作用［１８］。在

哺乳动物中，ＫＩＦ５Ａ属于 ｋｉｎｅｓｉｎ１家族且在神经元中
明显高表达。ＫＩＦ５Ａ突变与多种神经疾病密切相关，
包括肌萎缩侧索硬化、多发性硬化、遗传性运动和感觉

神经病以及遗传性痉挛性截瘫等［１９］。研究显示，在新

生小鼠缺少ＫＩＦ５Ａ基因会直接死亡，而在ＫＩＦ５Ａ条件
敲除的小鼠则会出现异常的神经纤维缠结，可表现为

颤抖、癫痫、学习记忆功能减退等，表明 ＫＩＦ５Ａ对于维
持神经元稳态和功能有非常重要的作用［２０］。ＫＩＦ５Ａ
参与运送包括线粒体、溶酶体在内的多种细胞器或分

子以维持神经细胞功能。文献［２１］报道阿尔兹海默
症尸检者的颞叶区会出现 ＫＩＦ５Ａ蛋白的减少，β淀粉
样蛋白暴露的原代神经元会出现线粒体轴突转运障碍

和线粒体功能损伤。本课题组前期研究发现三甲基氯

化锡暴露会抑制ＫＩＦ５Ａ蛋白的表达，从而诱导溶酶体
顺向转运障碍，溶酶体功能受损，自噬流受阻，导致神

经细胞的死亡［１１］。本研究进一步明确镉暴露会抑制

ＫＩＦ５Ａ蛋白的表达，过表达 ＫＩＦ５Ａ可以显著改善镉暴
露对神经元组织蛋白酶活性 ＣＴＳＢ的抑制、稳定镉暴
露造成的溶酶体 ｐＨ值改变、拮抗镉暴露对神经元细
胞活力及突起生长的抑制作用，提示 ＫＩＦ５Ａ可能是环
境重金属神经毒性的共同作用靶点。

　　 本研究也存在以下不足：在模型中通过
ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＴＭＲｅｄＤＮＤ９９染色仅能描述镉暴露显著
改变溶酶体的酸性环境，而不能较好地显示镉暴露对

溶酶体分布情况及其轴突转运功能的影响。下一步我

们将结合活细胞工作站，开展镉暴露对溶酶体的轴突

顺向或逆向转运功能影响的相关研究。此外，ＫＩＦ５Ａ

如何调控溶酶体功能的机制，是否可以直接改变溶酶

体ＶＡＴＰ酶的活性亟需深入的探讨。
　　综上，本研究发现镉暴露诱导神经元分化障碍和
细胞死亡，ＫＩＦ５Ａ介导的溶酶体功能可能是镉急性神
经毒性的重要靶点。揭示镉神经毒理作用的细胞靶点

及分子机制，为开展镉神经毒性治疗和药物的研究提

供实验依据。
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