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B[alP致 SD幼鼠神经组织形态学损伤及其机制研究 
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【摘 要】目的：通过观察苯并【a]芘(Benzo(a)pyrene，B[a]P)对新生sD大鼠脑组织形态学、超微病理学和生化指标的改变，探讨 

B[a]P神经发育毒性的分子机制。方法：将48只新生雄性 sD大鼠随机分为溶剂对照组、低剂量组、中剂量组、高剂量组，每组各 

12只，从出生后第 5天始，每天灌胃1次，持续 14 d。染毒后制切片，光镜、电镜观察海马形态学改变，化学比色法测定生化指标 

变化。结果 ：与溶剂组比较 ，染毒组幼鼠可见不同程度的脑组织损伤；海马组织超氧化物歧化酶含量、Na+_K+_ATP酶和 Ca2+一 

M 一ATP酶的活性明显下降，丙二醛含量明显增高，差异均具有统计学意义(P<0．05)。结论：B[a]P可致新生sD大鼠神经发育 

毒性 ，其机制可能与海马组织氧化应激产生、Na+-K+_ATP酶和 CaZ~_Mg2+_ATP酶活性下降有关。 
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Effects of benzo(a)pyrene exposu re on morphology 

of the nen，OuS system and its mechanism 

Wei Kel，Tang yan2,Luo Lon ，Duan Lil，Qing Qizhon ，Zhou Lii，Tu Baijiei 

(1．Teaching and Research Section ofOccupational and Environmental Medicine。School ofPublic Health and 

Administration，ChongqingMedical University；2．Teaching and Research Section ofOccupational and 

Environmental Medicine．School ofPublic ．Sichuan Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the relationship between Benzo(a)pyrene(B[a]P)exposure and the changes of morphology，oxidative 

stress and ATPase in hippocampus in newly born SD rats，and to examine the molecular mechanism of developmental neurotoxicity 

caused by B[a]P．Methods：Fony eight male new born SD rats were randomly assigned to one of the following four groups(n=12／group)： 

vehicle control group，0．02，0．2，2 mg／kg of B[a]P groups．The rats were given oral dose of B[a]P once a day for 14 days starting from 

the fifth day after biah．After infection period，optical slices and electron-microscope slices from brain(cortex，hippocampi，cerebellum 

and brain stem)were made to observe．The colorimetric technique was used to detect the activity of SOD，MDA，Na 一 -ATPase and 

Ca+_Mga+_ATP in hippocampus．Results：Brain tissue damage at various degrees was observed in the B[alP groups compared with that 

of control group．SOD content，Na 一 -ATPase and Ca2 一M L ATPase of B[a]P groups decreased obviously compared with those of 

control group，and MDA content of B[alP groups increased obviously，with statistically significant differences(P<0．05)．Conclusion： 

B[a]P could lead to developmental neurotoxieity of new born SD rats，and the change of oxidative stress，the decreased ATPase may 

play an important role in B[a]P-caused developmental neurotoxicity． 

【Key words]Benzo(a)pyrene；developmental neurotoxicity；morphology；oxidative stress；ATPase 

苯并[a]芘(Benzo[a]pyrene，B[a]P)是多环芳烃 

(polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs)的典型代表 

之一，来源和分布十分广泛。B[a]P易通过呼吸道和消 
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化道吸收，长时间低剂量水平 B[a]P暴露可在体内 

累积，诱发产生致癌、致畸、致突变和神经毒性等多 

种损害，给人体健康造成巨大威胁⋯。近年来，B【a】P 

神经发育毒性的研究逐步成为国内外研究的热点， 

本课题组前期结果也已证实B[a]P的神经行为学毒 

性主要通过作用于海马组织，且可对幼鼠的学习记 

忆功能造成不可逆的损害嘲。研究发现，神经系统的 

发育时间较长，可以从胚胎早期延续至出生后。大鼠 
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在出生后脑组织仍处于快速发育阶段．是外源性毒 

物作用的敏感期。在 2008年 Choi等[31队列研究中也 

发现 PAHs对胎儿各项发育指标可产生显著的损 

害。但是，迄今B[alP对新生动物神经发育毒性机制 

的研究还相对较少。因此，本研究拟通过观察 B[alP 

暴露后新生sD幼鼠大脑组织超微病理学的改变、 

海马氧化应激水平及 ATP酶活性的变化 ，以探讨 

B[alP的发育神经毒性的分子机制，现总结报道如下。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

8周龄成年雌、雄性 Sprague—Dawley大鼠，体质量区间 

(雌性 200～220 g，雄性 310～340 g)，购买自重庆医科大学实 

验动物中心，动物编号：SCXK(渝)2007-0001。动物饲养环 

境：12 h／12 h昼夜等分，室内恒温 (22±2)℃，相对湿度(55± 

1O)％，自来水和锯齿动物标准食物喂养，自由进食。适应实 

验室环境 1周后，将未经交配的雌鼠按 2：1的比例与雄鼠进 

行过夜配对交配，幼鼠出生第 1天计作PND0(postnatal day)。 

分娩之后，每窝的幼鼠尽可能保持 l2只幼鼠，体质量 0～ 

13 g，活动能力相近，雌雄各半，以保障其在哺乳期能够从母 

鼠处获得均衡的营养。 

1．2 主要仪 器及试剂 

B【a]P(纯度 99％，购于Sigma公司，Lot No．：090M1400V)、 

植物油；丙二醛(malondialdehyde，MDA)、超氧化物歧化酶 

(superoxide dismutase，SOD)、Na 一K+_ATP酶和 Ca ~-Mg~L 

ATP酶测定试剂盒均购于南京建成生物工程研究所。日本 

Olympus BX53型电子显微镜，日立 H一600A型透射电镜，其 

他实验试剂均为国产分析纯(由四川医科大学动物实验中心 

惠赠提供)。 

1．3 动物分组及染毒 

按照体质量编号取48只幼鼠，随机分为4组：植物油组 

(溶剂对照组)、B[a]P低剂量(0．02 rag／ks)组、B[a]P中剂量 

(0．2 mg／kg)组和B[a]P高剂量(2 rag／ks)组，每组各 12只，雌 

雄各半 (染毒剂量选择主要依据环境和食物暴露的剂量，其 

中0．02 mg／kg和0．2 mg／kg与食物中摄人B[a]P的含量接近， 

而2 ms／ks与PAHs污染环境中的含量相似)。 

精确称取适量的B[a]P，溶于植物油，待充分溶解后分别 

制成原液 A(0．002 mg／m1)，原液 B(0．02 mg／m1)和原液 c(o．2 

mg／m1)，密封避光保存。每天上午 8：00—10：00，染毒组分别 

按幼鼠体质量以0．02 mg／kg(取原液 A)、0．2 mg／kg(取原液 

B)、2 rag／kS(取原液 C)灌胃给予 B【a]P，溶剂对照组给予等量 

植物油。连续给予 14 d。 

1．4 动物一般情况观察 

实验过程中记录动物体质量变化，每日观察饮食、活动 

等一般情况及神经系统反应。 

1．5 神经组织形态 

染毒实验结束后，用0．5％(w／v)戊巴比妥钠轻度麻醉幼 

鼠后(每只幼鼠腹腔注射 0．5～0．6 m1)，用大头针将其固定在 

泡沫板上 ，打开胸腔暴露心脏，用 4％(w／v)多聚甲醛 PBS溶 

液经心脏进行全身灌注处理。动物死后立即打开颅腔，小心 

摘取脑组织。并剥离胸段脊髓、坐骨神经等组织，观察上述神 

经组织的同时剖开胸腔与腹腔观察肺、肝等内脏器官。 

1．5．1 HE染色 将各组幼鼠脑组织修整切削后保留2块：1 

块为大脑皮质和左侧海马，另 1块为脑干和小脑。每块大约 

为 0．25 cm×0．30 cm×0．40 cm．剥取 1段(约 0．3 cm)胸段脊 

髓 ，1段(约 2 cm，取上段)坐骨神经。进行 HE染色 ，光镜观 

察，方法步骤见参考文献 。 

1．5．2 尼氏体染色 将大脑皮质、左侧海马、小脑、脑干、脊 

髓与坐骨神经组织石蜡切片56℃20 min烘烤，浸入二甲苯 

5 min X 2次，梯度浓度酒精至水，O．4％天竺牡丹水溶液染色 

5 min，经 80％酒精分色，镜检虎斑清晰即可终止，脱水、透 

明、树胶封片，光学显微镜观察。 

1．5_3 硝酸银染色 本法为检测坐骨神经髓鞘损伤的特异 

方法，将各组幼鼠坐骨神经石蜡切片56℃20 min烘烤，浸 

入二甲苯5 min X 2次，梯度浓度酒精至水，0．5％硝酸银水溶 

液55℃反应 15 rain，梯度浓度酒精脱水，透明、封片，光学显 

微镜观察。 

1．5．4 成像 将上述方法染色的石蜡切片置于带有视频卡 

的显微镜下应用Clipview for Adaptec Videoh软件直接成像。 

1．6 海马组织氧化应激指标的测定 

染毒结束后，与前面的切片解剖同时进行，从每组处死 

的幼鼠中随机选择6只用作于本部分以及下面的ATP酶活 

性实验，断头处死大鼠，每组随机处死6只，迅速剥离脑组织 

并分离右侧海马组织，一半组织用4℃预冷的生理氯化钠洗 

净血液，吸干水分并称重，加9倍体积的冰生理盐水，匀浆， 

4 000 r／min离心 15 min，取上清液，用 SOD、MDA试剂盒测 

定 SOD活力和 MDA含量。 

1．7 海马组织 ATP酶活性 

将海马组织氧化应激测定实验余下的另一半右侧海马 

组织，用Tris缓冲液冲洗，加入Tris缓冲液后在冰浴下匀浆， 

作为测定样本，分别测定样本的蛋白质浓度、Na~-K+一ATP酶 

和 Ca2+一Mg~+---ATP酶活性。测定过程按南京建成生物工程研 

究所试剂盒说明书进行。 

1．8 数据 处理 

实验数据的处理采用SPSS 19．0统计软件．结果以均数± 

标准差(x±s)表示，多组间比较采用单因素方差分析，方差 

分析前作正态分布检验和方差齐性检验，符合方差齐性的指 

标的组间两两比较用LSD—t法，不符合方差齐性的指标的组 

间两两比较用 Dunnett T3法。检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 一般情况 

高剂量染毒组于染毒后第3日开始，个别幼鼠出现活动 

能力下降、体质量增长迟缓等情况，随着染毒时间延长，出现 

以上情况的幼鼠逐渐增多，表现也逐渐明显。染毒第 14日 
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质成分较多的神经组织中，B[a]P及其代谢物极易透 

过血脑屏障进入中枢神经组织 ，对中枢神经系统有 

一 定的影响嗍。ATSDR组织 1995年的报告显示，大 

气中B[a]P含量分别为 4 mg／m。，食物中的 B[a]P的 

含量区间为 0．002 0．9 mg／kg，环境污染较重的地区 

其 B[a]P的含量可达 2～4 mg／kgt~。目前已有文献研 

究 ，分别采用急性、亚急性染毒模型对成年大小鼠 

的 B[a]P神经行为毒性做了一些研究，其剂量的选 

择均与作者所选剂量相近，均符合环境毒理学的剂 

量选择的基本原则 埘。 

已为多个研究结果证明，神经系统的发育期长， 

可以从胚胎早期延续至出生后，大鼠在出生后脑组 

织(神经细胞、海马颗粒细胞、突触、髓鞘等)仍处于 

发育阶段，即处于毒作用的敏感期【ll 31。本文选择新 

生 SD幼鼠的B[alP染毒模型为B[a]P神经发育毒 

性的研究对象，既符合以往的研究，又具有一定的 

创新性。研究所选择的染毒时间从出生后第5天至 

第 20天止。这个过程均是 SD大鼠神经元、突触及 

髓鞘形成的时期 。也是其 B[a]P暴露的特异敏感时 

期。 

研究显示，大脑内氧自由基的过量生成与神经 

毒性的产生密切相关【 。氧 自由基可在脑组织中引 

起细胞和细胞膜上不饱和脂肪酸的过氧化和破坏。 

从而导致学习记忆能力等神经生理功能的降低．诱 

发神经毒性旧。值得注意的是，脑组织在遭受氧化损 

伤后，利用抗氧化剂能有效降低脂质过氧化水平， 

改善和恢复神经功能fl6j，充分表明氧化应激是 B[a]P 

诱发神经毒性的关键机制之一。海马是脑边缘系统 

的重要结构，也是多种高级神经活动发生的主要部 

位。本研究结果发现，出生后急性B[a]P染毒可导致 

海马组织抗氧化酶 SOD活性的降低及脂质过氧化 

产物 MDA的含量升高，提示 B[a]P暴露能引起脑组 

织中氧自由基的过量堆积。破坏氧化一抗氧化系统的 

平衡，进而引起神经元的脂质过氧化反应，诱发氧 

化损伤，呈现明显的神经发育毒性。 

Na 一K+-A11P酶和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性是体 

内反映 Ca2 代谢及功能作用的重要指标。当 Na+一 

K+-ATP酶和 Ca2+_Mg2+_ATP酶活性降低时，胞浆游 

离 Ca2 可出现急剧升高，引发Ca2+超载：重要的是， 

细胞内ca 浓度的增加，还可在膜内侧与 Mg2境 争 

结合位点，抑制Na+一K~-ATP酶和Ca2+一Mg2+-ATP酶 

的活性 ，引起 ca。依 赖性生理生化反应超常运转，促 

使 ATP耗竭，线粒体破坏，产生大量自由基，加重氧 

化损伤【切。本研究结果显示 ，B[a]P染毒后幼鼠海马 

组织 Na+．K+-ATP酶和 Ca ~-Mg 一ATP酶活性显著 

降低，表明B[a]P可在一定程度上促使胞浆内Ca2 

发生超载，引起神经元产生大量的自由基，同时也 

能够导致机体清除氧自由基的酶活性下降，进而加 

剧海马组织内大量 自由基的堆积。 

综上所述 ．本研究结果提示 B[a]P染毒可导致 

神经发育毒性 。主表现为染毒后幼鼠的活动能力下 

降、体质量增长迟缓，脑组织超微病理学改变，引起 

海马组织 Na~-K 一ATP酶、Ca2+-Mgu—ATP酶和 SOD 

酶活性降低及 MDA含量的升高。 
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吡咯烷二硫代氨基甲酸对大鼠脑缺血后神经功能的影响 

杨瀚杰，李光勤，陈 帅，吴 远，沈 雪，刘蜀东，胡万群 

(重庆医科大学附属第一医院神经内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察核因子一KB p50(nuclearfactor—KB subunit p50，NF—KB p5O)特异性抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸(pyrroli— 

dine dithiocarbamate，PD1、C)抑制NF-~B p50后，炎症因子TNF一仪及相关康复蛋白Reelin、突触素、Lingo一1表达的变化，进一步 

观察大鼠神经功能评分、海马神经细胞形态的变化。方法：本实验的研究对象为雄性健康sD大鼠，随机分为3组：假手术组(s 

组，，l=6)、缺血组(I组，n=18)、PDTC干预组(P组，n=18)。脑缺血模型采用永久性 MCAO法。P组的大鼠在造模后 30min进行腹 

腔注射PDTC(100 mg／kg)，每天1次。s组大鼠于第 3天处死，I组和P组大鼠分别于 1、3、7 d处死。用 Longa评分对3组大鼠进 

行神经功能损害程度进行评估，用Western blot检测大鼠缺血海马NF—KB p50、TNF一仪、Reelin、突触素蛋白的表达，用HE染色 

方法观察3组大鼠海马神经元细胞的形态，用免疫组化法检测Lingo一1在脑组织内的表达情况。结果：0)P组及I组大鼠Longa评 

分较s组均有所升高，术后第 1天和第 3天P组较I组 Longa评分降低，但无统计学意义(P>0．05)；在术后第7天，P组较I组 

显著降低(P(0．05)。②I组大鼠海马神经细胞出现异常，而P组大鼠中，海马神经元细胞的结构基本保持正常。③术后 1、3天，I 

组和P组大鼠缺血海马中NF—KB p50较 s组升高(P<0．05)，但P组NF—KB p50表达较I组降低(P<0．05)；术后7天，3组变化 

无统计学意义。④术后 1、3、7天，I组和P组大鼠TNF一0【表达较S组升高，但P组TNF— 较I组降低(P<0．05)；⑤术后第 1、3 

天，P组大鼠缺血海马中突触素和Reelin蛋白的表达明显高于I组(P<0．05)，第7天两组差别无统计学意义(P>0．05)。S组大鼠 

脑组织内可见少量Lingo一1阳性细胞表达。P组大鼠脑组织内Lingo一1阳性细胞数在第7天时明显低于I组。结论：PDTC可改 

善神经功能，维持海马神经元正常形态，这可能与其抑制NF—KB p50表达，减少TNF—ot等相关炎症因子生成及调节Reelin、突触 

素及Lingo一1表达有关。 
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