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缺氧条件下梭曼中毒大鼠脑 G 蛋白及 c A M P
-

P K A 信号系统的变化

王仕丽
,

吴 强
,

赵吉清
,

刘 勇
,

董兆君 (第三军医大学预防医学系毒理学教研室
,

重庆 《 拭叉〕38)

提 要
:
目的 探索 G 蛋白及

e A州P[
~

I
〕
KA 信号系统在缺氧条件下梭曼毒性升高机制中的作用

。

方法 W e s t e ll l l月0 . 检测 G ia
、

( ; q
a

含量
,

放射免疫测定
c AM I

〕

浓度及酶放射化学分析测定 P K A活性
。

结果 梭曼中毒
、

单一缺氧损伤和缺氧复合梭曼中毒大鼠脑

组织 C
( la 含量

、 c
川咀

〕

浓度及 PK A 活性升高
,

iG
。
下降

,

缺氧条件下梭曼中毒与单纯梭曼中毒组有显著差别 ;阿托品可对抗 P KA 活性

的升高
。

在所观察的三个脑区中
,

以纹状体变化最为明显
。

结论 G 蛋白及其介导的
c
A M甲

~

PK A 信号系统参与了缺氧条件下梭曼

毒性升高的形成机制
。
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神经性毒剂梭曼 ( S

~
)

,

属有机磷酸醋类化合

物
,

抑制体内乙酞胆碱醋酶 ( AChE )
,

造成 Ac h 的蓄积
,

持续作用于受体或下一级神经元导致一系列病理生理

反应是其主要的中毒机制
,

因其具有毒性大
、

作用快
、

难防难治等特点
,

是 目前外军装备的主要化学战剂之

一「̀〕 。

在高原缺氧条件下梭曼 的毒性较平原显著升

高
,

且海拔高度越高
,

毒性升高越明显
,

认为缺氧加重

了梭曼的毒性效应
,

至于其毒性增加的原因
,

目前初步

认为与中枢毒覃碱样 乙酞胆碱受体 (M 受体 )敏感性有

关圈
,

而 G 蛋白及
CAM -P p K 气信号系统是 M 受体信号

传导 的重要组成部分
。

本研究拟通过观察缺氧条件下

梭曼 中毒大鼠皮层
、

海 马 和纹状体 G 蛋 白含量及

cA MR p K A 信号系统的变化
,

进一步探讨缺氧条件下

梭曼毒性升高的机制
,

为提高高原环境下神经性毒剂

中毒的预防和救治提供更为翔实的理论支持
。

1 材料与方法

1
.

1 主要材料和试剂

梭曼
,

纯度 94
.

6%
,

军事医学科学院提供 ;抗 iaG
、

G甲抗体

基金项目
:

全军
“

九五
”

攻关项目 (% 1」拓 3 )

作者简介
:

王仕丽 ( l% 2 一
)

,

女
,

四川省绵阳市人
,

实验师
,

主要从事神经性毒

剂的急性毒性方面的研究
。

电话
:
(m 3) 68 752356

收稿 日期
: 2朋 l

一
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一

1仇修 回日期
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一

阵27

为 S
a ll t a Cruz 产品 ;

MP SF
、

eP p s t a t in A
、

iH
s

tone ll A
、 c Z

廿l p
、
AT FN处

购至 is g l la

公司 ; 〔笋
3 , P〕A TI

〕

北京亚辉生物医学工程公司提供
,

c
川咀

〕

试剂盒购至上海 中医学院 ; 凝胶图像分析系统为美 国

叭甲 产品
,

小动物低压舱本室 自制
。

1
.

2 动物及分组

iw
s

atr 大鼠
,

体重 ( 25 0 * 30) 9
,

雌雄不拘
,

由本校动物所提

供O’ 平原梭曼中毒 (以重庆地区作为近似平原
,

海拔 300 m )组

动物皮下注射梭曼 (72 留吨
,

对照组以生理盐水代替 )
,

分别于

中毒后 24 h 断头处死 ;缺氧复合梭曼 中毒组预先于低压舱 (相

当于高原 4 ( X刃 m )停留 6 h 后注射相同剂量的梭曼
,

继续减压

24 h 后处死取样 ;单一缺氧组
:

将大鼠置于低压舱 中持续 24 h

后处死取样 ;对照组
、

梭曼中毒组
、

单一缺氧组及缺氧复合梭曼

中毒组分设阿托品阻断对照组
,

于致伤前肌肉注射阿托品生理

盐水溶液 20
11侣 /纯

,

其余操作同前 ;各组保证存活 6 只动物
。

1
.

3 G 蛋 白的 W毛s

emt b lot 杂交分析 3[]

低温下分离组织
,

将其置于含 0
.

4
n u n o

F L MP SF
、
1 脚1 1

心 L

eP p

~
A

、
1 n u n o “ L 邻菲咯琳

、

l
ll u l l o

F L 碘乙酞胺的磷酸盐缓

冲液 (声 7
.

4 )中匀浆制备蛋白
,

制备的蛋白样品经 n % 的聚丙

烯酞胺凝胶电泳
,

经电转印转移至 只。 F 上
。

外勺万膜用 5 %脱

脂奶粉封闭后
,

与抗 iG
a 、

(…知P 抗体 4 ℃过夜
,

以含 0
.

5% Tw e e -n

20 的 BP s 充分洗涤
,

再与辣根过 氧化物酶标记的 I多 反应
,

I )A B反应液显色
。

对目标条带进行扫描
,

以对照组的光密度值

( D
、

)为 100 %
,

计算各样品的 D *

值
。

1
.

4 c AM P 含量测定

采用上海中医学院同位素室提供的仁
’

气 ]放免试剂盒测定
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沉淀的 y放射性
,

具体操作参照
’

气
一

cA MP R IA 枯 t 说明进行
,

单

位以 户1 1o F gm 表示
。

1
.

5 PK A 活性侧定

参照文献 [ 4 〕进行
,

酶反应总体积为 25 川
,
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·
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H i s t o n e
11 A 0
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〕
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4 拌C i ( 1 Ci = 3 7 C Bq )
, C A M P Z :

~ UL 或 0
.

5

~
o
U L狱

s
·

} {C I ( PH 7
.

4 )及 5 zd 酶液
,

于 2 5 ℃反应 3 0 而
n ,

取反

应液加在滤膜上晾干后
,

用 75 m m o
l几磷酸缓冲液洗 Z x 巧 而 no

取出烤干
,

于液闪仪上测其放射性强度
。

酶活性以每 哪 蛋 白

每分钟转移犯 P 的 户刀d 数表示
。

1
.

6 蛋 白含量则定

改良肠wry 法
,

牛血清白蛋白作标准
。

1
.

7 统计 学分析

实验数据以 无 士 5
表示

,

采用单因素或双因素方差分析
。

正常大鼠皮层
、

海马和纹状体
c A MP 的含量分别为 33

.

65
、

63
.

47
、

45
.

53 omP
u gm

。

梭曼中毒和高原缺氧致伤均可导致上述

三个脑区
C AMP 含量增加

,

缺氧损伤升高幅度更为明显
,

复合致

伤大鼠各脑区
c AM P 含量较正常对照显著升高 ( 尸 < 0

.

01 )
,

且

远远高于单纯梭曼中毒组 ( 尸 < 0
.

01 )
,

分别相当于单纯梭曼中

毒
e
ANn

〕
含量的 179

.

5 %
、
184

.

8 % 和 152
.

9 %
。

2
.

3 1
〕

K 、 活性的变化见表 3

表 3 缺氧条件下梭曼中毒大 鼠脑组织 P K A 活性

的变化 ( p n l “
.
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2 结果
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I G 蛋白 Q 亚单位含量的变化见表

表 1 缺氧条件下梭曼中毒大 鼠脑组织 G 蛋白 “

亚单位含量的变化 (% )
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免疫印迹结果显示
,

皮层
、

海马和纹状体 iG
。
J玉护 均表现为

单一条带
,

分子量分别 40
、

42 kb
,

梭曼 中毒
、

高原缺氧单一或复

合致伤均可影响脑组织 iG
。
和 C q q 的蛋白含量

,

总的变化趋势

为 iG 。
含量降低 G甲 升高

。

不同脑区
、

不同 G 蛋白亚型
,

对于梭

曼和缺氧的敏感程度不完全相同
,

各脑区复合致伤组 G 蛋白的

变化幅度显著大于单纯梭曼中毒组
。

复合致伤纹状体 iG
a
和

& 护 含量相当丁正常对照的 5 7
.

3% 和 163 %
,

分别 比单纯梭曼

中毒组降低或升高了 28
.

2 % 和 20
.

7 %
。

2
.

2 C AM P 含量的变化见表 2

实验结果显示
,

所观察的三个脑区中
,

以海马 l〕K A 活性最

高
,

纹状体其次
,

皮层最低
,

与
C川姐 〕

的分布一致
。

单纯梭曼 中

毒或模拟高原缺氧致伤都可导致各脑区 I
,
KA 活性增加

,

且高原

致伤增加幅度更大
,

三个脑区中纹状体变化最为显著
。

复合致

伤各脑 区 P K气活性持续升高
,

且远远高于单纯中毒组 ( 尸 <

0
,

0 1 )
。

阿托品阻断各实验组与非阿托品组相比
, 】〕K兔活性呈明显

下降趋势
,

但仍不同程度地高于的正常对照组
。

阿托品
十

梭曼

中毒组 PK A 活性基本下降到正常对照水平
,

显著低于梭曼中毒

组 (尸 < 0
.

05 ) ; 阿托品 + 高原缺氧组仍高于正常对照组 (尸 <

0
.

05 )
,

显著低于高原缺氧组 ( 尸 < 0
.

05 ) ; 阿托品 十 复合致伤组

变化趋势与阿托品
+

高原缺氧组基本一致
。

上述各实验组中
,

变化的显著程度依次为
:

纹状体 > 海马 > 皮层
。

3 讨论

表 2 缺氧条件下梭曼大鼠脑组织
c AM P含量

的变化 ( p
n习盯gm )

,
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尸 < 0

.

0 1 璐 c o n r r o l ; # : 尸 < 0
.

05

璐 S〔” n 出 1 g r o u l )

本室已有研究发现
,

缺氧条件下梭曼毒性升高与

中枢胆碱能系统有密切关系
,

表现为 M 受体上调 (主

要为受体亲和力增加户〕 。

M 受体功能的发挥
,

很大程

度上受 G 蛋白的制约和调控
,

配体与 M 受体结合后引

起受体结构发生改变
,

与相应的 G 蛋白作用而影响细

胞内第二信使的生成
,

通过级联放大效应引发特定的

生理生化反应川
。

关于梭曼 中毒后 G 蛋 白变化情况

目前仅有间接报道 6[, 7了
,

动物在梭曼中毒后
,

除出现

A ChE 抑制外
,

3IP
、 C AM P 含量及 C扩

十

依赖性动作电位

的也有相应改变
,

且 M 受体阻滞剂阿托品可对抗上述

变化
。

认为是梭曼抑制 A ChE
,

A C h 蓄积致使胆碱能系

统兴奋性增加
,

通过 M 受体与 G 蛋 白偶联
,

激活或抑

制相应的酶或离子通道 引起
C A MP

、

皿
、

c扩
十

的改变
。
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等
.

缺氧条件下梭曼中毒大鼠脑 G 蛋白及
e
AM P

~

P K 、 信号系统的变化 8 8 1

cA M R p K A 系统是体内重要的第二信使系统
,

且与梭

曼毒性作用关系密切
,

本研究通过对缺氧条件下梭曼

中毒大鼠皮层
、

海马和纹状体 G 蛋 白及 cA M P
~

P KA 系

统的观察
,

以进一步探索缺氧条件下梭曼毒性升高的

机制
。

研究中发现
,

大鼠皮层
、

海马和纹状体 iG a 、

(匆
Q
均

为一条带
,

iG 。 的蛋白分子量约 40
x l护江灭砰分子量约

42
x

los
,

与文献仁8〕报道结果一致
,

证实检测 目标带的

是可靠的
。

梭曼中毒
、

高原缺氧单一或复合致伤均可

引起皮层
、

海马和纹状体 iG 。 、

(升1。 蛋白含量的改变
,

且

不同脑区
、

不同时相点变化的程度不完全相 同
,

总的变

化趋势是 iG 。
含量下降汪构

C
含量升高

,

复合致伤上述

两种 G 蛋白的变化幅度显著高于单纯梭曼 中毒组
,

可

能是中毒或缺氧损伤干扰了 G 蛋 白的正常代谢 (基因

转录
、

翻译或蛋 白降解 )过程
。

梭曼 中毒
、

缺氧单一或

两因素复合致伤均可导致
C AM -P P KA 信号 系统的变

化
,

cA MP 含量和 1飞 A 活性均出现了显著或非常显著

的升高
,

且复合致伤的变化则显著大于单纯梭曼中毒

组
。

M 受体阻滞剂阿托品可部分对抗 P KA 活性 的升

高
,

但缺氧损伤组和复合致伤组仍显著高于正常对照
。

可见
,

阿托品并不能完全拮抗缺氧或复合致伤所致的

中枢
c AM P

-

p K A 信号系统的过度激活
。

由此我们认

为
,

缺氧条件下梭曼中毒所导致的
e AM P

-

PKA 信号系

统的激活
,

是胆碱能系统和非胆碱能 系统的共同参与

的结果
。

缺氧条件下梭曼中毒脑损伤的机制是复杂

的
,

除了上述 cA M P
~

R凡今信号系统的作用外
,

肌醇磷脂

信号系统
、

PL〔: 信号系统可能共同参与了高原神经性

毒剂中毒脑损伤及毒性升高的形成过程
。

在所观察的

三个脑区中
,

纹状体对梭曼 中毒
、

高原缺氧单一或复合

致伤的敏感程度高于其它脑区
,

推测这可能与中枢胆

碱能神经元的分布有一定的关系阂
。

综上所述
,

缺氧条件下梭曼毒性的升高
,

不但与 M

受体上调有关
,

与 G 蛋白及其祸联受体的信号传导的

异常增强有重要关系
,

缺氧因素致使脑组织 M 受体上

调
,

对 A hC 的敏感性增加
,

通过与 G 蛋白受体的偶联
,

异常激活或抑制相应的酶
,

改变第二信使在细胞内的

含量或分布
,

发挥其毒性作用
。

值得提出的是
,

细胞内

信号传导是一个十分复杂 的系统
,

不但受各种外界因

素的调控
,

同时细胞内各信号 系统间也存在相互协调

作用 ( c or
s s 目k) 川

,

这就要求我们在分析梭曼在缺氧

条件下毒性升高的形成机制时
,

要充分注意到各信号

系统间的相互作用和相互联系
。
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