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慢性砷中毒对小鼠海马 ?!4 区星形胶质细胞的影响

蒋!鸫!孙宝飞!

"贵阳医学院基础医学院人体解剖学教研室!贵州 贵阳 ==###5#

!!$摘!要%!目的!观察慢性砷中毒对成年小鼠海马8*$ 区星形胶质细胞的影响!探讨慢性砷中毒对成年小鼠脑部的神经毒

性' 方法!选取健康成年昆明小鼠 ;# 只!雌雄各半!分为对照组)慢性砷中毒组!每组 %# 只!分别以蒸馏水)$7$# _V
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<$灌胃!连续 % 个月!根据其体重变化随时调整用药剂量' 灌胃结束后!采用i型电迷宫检测各组小鼠学习与

记忆的功能!其后取小鼠海马组织!利用免疫组织化学技术检测砷中毒对小鼠海马 8*$ 区胶质原纤维酸性蛋白")T*.#表达的影

响' 结果!与正常对照组比较!砷中毒组小鼠的学习)记忆能力明显低于对照组"!j#4#=#&免疫组化染色显示小鼠海马 8*$ 区

)T*.阳性细胞明显增多"!j#4#=#!阳性反应产物平均光密度增高"!j#4#=#' 结论!慢性砷中毒可引起小鼠海马 8*$ 区星形

胶质细胞反应性增生'

!!$关键词% 砷中毒&胶质原纤维酸性蛋白&海马&小鼠
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# BH GCO2HBGAOLMHBG

K2BL2HBHNNO2UK C̀B3MMdUA3A@2HD2XRBLDB33MR ÀDMÒ ALNBZMH BH G2HDO23NO2UK4,CMA\B3BDBML2X3MAOHBHNAHR @M@2OB̂BHǸ MOMDMLDMR \Fi<

@ÂM4,CMN3BA3XB\OB33AOFAGBRBGKO2DMBH")T*.#<K2LBDBZMGM33LBH DCMCBKK2GA@KA38*$ AOMÀ MOMdUAHDBDADBZM3FAHA3F̂MR B̀DC GM33@2OKC2@MD<

OBGDMGCHBdUM4=-+F#'+!82@KAOMR B̀DC G2HDO23NO2UK!DCMGCAHNMLBH GCO2HBGAOLMHBGK2BL2HBHNNO2UK M̀OM( DCMA\B3BDF2X3MAOHBHNAHR @M@2<

OB̂BHǸ MOMLBNHBXBGAHD3F32̀MODCAH DC2LMBH G2HDO23NO2UK "!j#4#=#&DCMHU@\MOLAHR AZMOANM2KDBGA3RMHLBDF2X)T*.<K2LBDBZMGM33LBH DCM

CBKK2GA@KA38*$ AOMÀ MOMBHGOMALMR DCAH DC2LM2XG2HDO23NO2UK "!j#4#=#4?()%#F+$()!8CO2HBGAOLMHBGK2BL2HBHNGAH BHGOMALMDCMHU@<

\MO2XALDO2GFDMBH DCMCBKK2GA@KA38*$ AOMA4

!!A-1C(,2+( AOLMHBGK2BL2HBHN&N3BA3XB\OB33AOFAGBRBGKO2DMBH&CBKK2GA@KA3&@2ULM

!!砷是一种广泛分布于自然界的类金属元素!通过

消化道)呼吸道等长期)过量地摄入砷化合物而引起慢

性砷中毒$$%

' 长期饮用含砷水的儿童语言能力和长

期记忆力下降$"%

' 这意味着砷对管理学习记忆的组

织有毒性损伤作用!而海马是学习记忆的重要中枢!研

究砷对海马的毒性作用!为揭示砷在脑发育过程中的

毒性机制提供实验数据' 本实验通过建立慢性砷中毒

小鼠动物模型!从免疫组化方面研究砷中毒致海马

8*$ 区的损害!深入研究地方性砷中毒的发病机制'

45材料与方法

$4$!实验动物及分组

!!选取健康成年昆明小鼠 ;# 只!体重 "# J"" N!雌雄各半!

随机分为 " 组!每组 %# 只' 染毒所用砷剂量按三氧化二砷
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#对小鼠经口半数致死量"_V
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#设定' 中毒组以 $7$#
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<$灌胃&对照组以灭菌蒸馏水灌

胃&根据其体重变化而随时调整剂量' 均用普通饲料喂养!自

由饮用自来水' 造模过程中每天观察小鼠进食)活动)反应)粪

便)皮毛)死亡等情况并做好记录'

$4"!取材与制片

!!% 个月后!各组小鼠用 %4;I水合氯醛按每 $## N体重$ @_

腹腔麻醉!通过左心室及升主动脉插管!剪开右心房!先用

%9 f生理盐水冲洗!见右心房流出液变清!再灌注 $## @_5I

多聚甲醛固定' 开颅取脑后用 5I多聚甲醛进一步固定!每只

鼠脑经冠状面均匀切成三段!取中间含海马段!经脱水)石蜡包

埋后!连续冠状切片!片厚 ;

#

@!隔二取一用来进行 a(染色

"用于定位# 及胶质原纤维酸性蛋白 "N3BA3XB\OB33AOFAGBRBG

K2ODMBH!)T*.#免疫组化染色'

$4%!免疫组化染色"/*:8法#

!!石蜡切片常规脱蜡至水!置于蒸馏水新鲜配置的 %I的

a

"

-

"

中 $# @BH!以灭活内源性酶!蒸馏水洗 % 次!微波炉加热至

沸腾后断电!间隔 = J$# @BH后!重复 $ 次!以修复抗原!冷却后

*>%"*
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#4#" @237_.:/洗 " 次!滴加 =I正常山羊血清封闭液!室温 "#

@BH!甩去多余的液体!不洗!滴加一抗即)T*."$h"###!湿盒中

孵育!5 f过夜!#4#" @237_.:/洗 " @BH g% 次!滴加生物素化

山羊抗兔 QN)!湿盒中 %9 f孵育 "# @BH!#4#" @237_.:/ 洗

" @BH g%次!滴加 /*:8!湿盒中 %9 f孵育 "# @BH!#4#" @237_

.:/洗= @BH g5次!V*:显色!镜下控制显色深度!蒸馏水洗

涤!脱水)透明)封片' 结果判定以胞质中出现棕黄色颗粒为阳

性细胞&对照切片用磷酸盐缓冲液取代一抗!其余步骤同实验

组'

$45!i型电迷宫行为学测验

!!学习功能检测(在灌胃 ># R 后进行三等份辐射式迷宫

"i型迷宫#测验!在安静)较暗环境下进行' 将小鼠放入迷宫

的任何一臂中!小鼠在三条臂中自由移动!熟悉环境 % @BH' 然

后以小鼠所在的臂为起始臂!另外两条臂的其中一条臂启动灯

光信号!延迟 = L后!没有灯光信号的两条臂"起始臂和另外一

条臂#通电电击小鼠!以训练小鼠辨别灯光刺激及安全方位的

能力!以连续 > 次">#I#走向正确后的次数为小鼠学习行为能

力!达到学会标准所需训练次数越少表示小鼠学习能力越强'

电刺激参数(电压 %; 1' 记忆功能检测(隔 "5 C 后再次测定!

连续检测 $# 次!记录这 $# 次反应中正确反应尚保持次数!以

正确次数的百分率作为小鼠的记忆能力'

$4=!图像分析及统计学处理

!!光镜下!采用PBAL图像分析软件!每个鼠脑取相同间隔的

"张切片!对每张切片的相应部位各测 % 个视野!在同一放大倍

数" g5###!同一视场面积!同一背景光强度下!分别对海马

8*$ 区)T*.阳性细胞进行计数!并测量 )T*.阳性反应产物

的平均光密度值' 测定结果用 /.// $$4= 统计软件进行统计处

理!数据结果用均数 m标准差"

!

"m##表示!均值间比较用 %检

验!!j#4#= 为差异有统计学意义'

65结果

"4$!小鼠一般情况变化

!!在整个实验过程中!对照组小鼠活动正常!被毛光滑!中毒

组小鼠饮水量与进食量和对照组小鼠比较有所减少!染毒后期

表现更为明显!具体表现为活动减少)迟滞)体重下降)被毛光

泽度差!个别动物有掉毛现象'

"4"!小鼠学习记忆变化

!!在灌胃 ># R 后对小鼠进行 i型迷宫学习记忆的成绩试

验!中毒组小鼠达到学会标准所需训练次数明显高于对照组!

"5 C后记忆保持率也明显低于对照组&中毒组小鼠在学习和记

忆方面分别与对照组比较!有统计学意义"!j#4#=#!见表 $'

表 45小鼠N型迷宫行为学结果"

"

! O"#

组别 达到学会标准所需训练次数 "5 C后记忆保持率"I#

对照组 "$45$ m"4%= ;4>9 m%4#6

中毒组
";4>; m54=6

#

=4;5 m$4="

#

#

(与对照组比较!!j#4#=

"4%!海马8*$ 区)T*.蛋白表达

!!光镜下!对照组海马8*$ 区)T*.免疫组化染色阳性细胞

数量较少)稀疏!细胞突起多!部分胞突又发出较多的分支!胞

浆及胞突内见棕黄色反应颗粒!染色较淡!胞核位于中央

"图 $A#&中毒组海马 8*$ 区 )T*.免疫组化染色阳性细胞数

量多"!j#4#=#!分布密集!胞体星形!胞体大!突起多!胞浆内

有丰富的棕黄色阳性反应颗粒!染色较深"图 $\#!两组 )T*.

阳性细胞计数和阳性反应产物的平均光密度测量结果见表 "'

A(对照组!细胞排列稀疏!胞浆内棕黄色反应颗粒染色浅&\(中

毒组!细胞分布密集!胞浆内有棕黄色阳性反应颗粒!染色深

图 45PQ!7的表达"R!S? M;LL#

表 65小鼠海马?!4 区PQ!7阳性细胞计数)阳性产物平均光

密度"

"

! O"#

组别 阳性细胞数"个7视野# 平均光密度

对照组 $=46" m"45= #459;; m#4#=5%

中毒组
""4%6 m$4>;

#

#4=6;9 m#4#$=5

#

#

(与对照组比较!!j#4#=

:5讨论

!!海马是脑边缘系统中的重要结构!与学习)记忆)

认知功能有关!尤其是短期记忆与空间记忆$%%

' 地方

性砷中毒病区儿童智商均值比全国农村儿童智商理论

分布值低!说明病区儿童智力发育障碍!智力受到了不

同程度的损伤$5%

' 本研究采用了 i型迷宫实验来研

究砷中毒后小鼠学习记忆能力的变化!结果表明砷中

毒显著降低了小鼠的学习和记忆能力' 星形胶质细胞

在中枢神经系统起着神经调节)保护 Ka平衡)神经发

育过程中的轴突生长控制)内环境稳定和血脑屏障维

护等作用' 星形胶质细胞也参与多种神经病理变化!

在几乎所有中枢神经系统的病变过程中都能观察到星

形胶质细胞形态和功能的变化' )T*.是细胞骨架的

中间细丝蛋白!特异表达于星形胶质细胞' )T*.表

达量的增加反映了星形胶质细胞的增生和发育!在神

经元损伤后的修复保护中有重要意义!目前已成为正

常及病理情况星形胶质细胞的特异性标记物' 缺血)

缺氧)中毒等原因可引起脑组织的损伤而导致星形胶

质细胞增生$=%

' 大鼠创伤性脑损伤后大量的星形胶

*#5"*
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质细胞活化!其提示星形胶质细胞参与了脑组织的损

伤过程$;%

' 本实验研究发现!慢性砷中毒组小鼠海马

8*$ 区)T*.免疫组化染色阳性细胞数量明显增多!

分布密集!胞体较大!突起多!胞浆内有丰富的棕黄色

阳性反应颗粒!染色深!提示星形胶质细胞增生'

!!星形胶质细胞与神经元功能密切相关!活化后的

星形胶质细胞对神经元的影响是多方面的)复杂的'

一方面通过分泌大量的神经营养因子)细胞因子和基

质分子促进轴突再生!支持神经细胞存活和轴突生长

的能力!使神经元免受损伤!有利于损伤后神经元的功

能恢复&在星形胶质细胞受损的区域!神经细胞不能存

活!突触重建也不可能发生!只有当星形胶质细胞存活

的情况下!轴突生长锥才能长出!从而有可能代偿损伤

的神经细胞$9%

' 另一方面星形胶质细胞的增生和功

能增强反过来也可能加剧对神经元的损伤!因为反应

性星形胶质细胞亦能分泌对轴突生长和神经元存活的

抑制性分子!可致轴突再生失败&也能产生某些神经毒

性物质造成神经损伤' 星形胶质细胞激活的同时也释

放对神经元不利的因子参与机体免疫应答和炎症反

应&还原型烟酰胺腺嘌吟二核苷酸"+*V.a<V#表达增

加!使一氧化氮合酶"+-/#活性增加!+-增多表现神

经毒的作用&内皮素<$)%"(,<$)%#可能通过 +-/ 途径

行使神经毒性的作用$6%

'

!!星形胶质细胞在砷中毒后大量增生!可视为星形

胶质细胞的一种功能性反应' 因为星形胶质细胞再生

后仍保留分裂能力!在创伤和受刺激时可进行有丝分

裂' 此时!星形胶质细胞数量增加!具有较多的突起和

胶质丝!代谢活动也增强!胶质细胞及其突起可包围损

伤和变性的神经结构!甚至导致胶质瘢痕形成' 本实

验也发现!慢性砷中毒组海马 8*$ 区 )T*.免疫组化

染色阳性细胞数量明显增多!提示星形胶质细胞增生

参与了慢性砷中毒的脑损伤过程'
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!而.+/却能够再生!说明在.+/中可能存在某

种机制使得其不受 +2N2再生抑制作用的影响' +2N2<

*的受体+N'也在神经元以外的其他细胞如少突胶质

细胞表达$$#%

!提示 +2N2<*也可能通过其受体 +N'对

少突胶质细胞发挥不同于再生抑制的其他作用' 对

+2N2<*的深入研究将有助于进一步完善对 8+/ 髓鞘

抑制蛋白的认识'
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