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"基础研究"

铅对小鼠学习记忆功能影响与突触囊泡蛋白相关
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要!目的
"

探讨小鼠海马中突触囊泡蛋白与铅对小鼠学习记忆功能影响的相关性%方法
"

将雄性昆明小鼠
!1

只!随机

平均分为两组!对照组和铅染毒组!对照组饲以蒸馏水!铅染毒组饲以
!@1JJ?:

,

3

的醋酸铅水溶液!在暴露后
,">

!进行
X?99;'

水迷宫实验以检测其逃逸潜伏期!采用
I8'M895_:?M

法检测海马中突触囊泡蛋白水平!并采用
SZ

切片方法观察处理前后小鼠海

马脑区病理变化%结果
"

X?99;'

水迷宫结果显示铅暴露后
,">

可导致小鼠逃逸潜伏期延长"

!

#

"@"2

#!且暴露后
,">

铅染毒组

小鼠海马中突触囊泡蛋白表达显著减少"

!

#

"@"2

#!但脑组织
SZ

切片显示铅暴露
,">

后并未引起脑组织海马脑区病理学改变%

结论
"

慢性铅暴露可导致小鼠学习记忆功能损伤!且这种损伤可能与其海马中突触囊泡蛋白表达下降有关%
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铅是广泛存在于生产及生活环境中的重金属元素$长期接

触铅能够造成机体多个系统损伤$其中铅对中枢神经系统的毒

性作用越来越被人们重视#有研究表明$长期接触铅可导致严

重的神经毒作用$造成神经行为障碍和认知能力低下等*
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+

#

X?99;'

水迷宫实验是作为检测实验大&小鼠空间学习记忆功

能常用方法*

,

+

$海马脑区则是空间学习记忆功能的中枢*

1

+

#突

触囊泡蛋白!
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"是突触囊泡的一种特异性标

志蛋白$与胞吐作用密切相关*

2

+

#

.

K

5

变化可间接反映体内突

触的数量和分布情况$与突触重建及认知过程密切相关$其缺

乏可导致学习记忆功能下降*

+

+

#

.

K

5

在学习记忆过程中发挥

重要作用$并且其与铅所致学习记忆功能损伤的关系研究较

少#本实验拟对海马区
.

K

5

表达与铅所致小鼠学习记忆功能

损伤关系进行研究$进而探讨铅的神经毒性作用相关机制#

!

"

材料与方法

!@!

"

实验动物及分组
"

清洁级
*

"

A

周龄雄性昆明小鼠
!1

只

*!购自大坪医院野战外科研究所医学实验动物中心$许可证编

号%

.0eE

!渝"

!""(B"""2

+#动物饲养温度%!

!#U!

"

Y

$室内光

照
#!G

!光照时间
"*

%

""

到
!"

%

""

"$动物进食标准基础饲料$

自由进水#适应性喂养
#

周后$将小鼠随机分为两组$对照组

和铅染毒组$每组
#!

只#

!@"

"

主要试剂及仪器
"

醋酸铅!

.;

$

J6

$美国"纯度
AA@AAR

$

突触囊泡蛋白单克隆抗体!

CO*"1A

$

C_76J

$美国"$驴抗小鼠

荧光抗体
=<D

K

8*""0I

!

3=B0W<

$美国"$

*

B67M;5

抗体!

.;

$

J6

$

美国"#

XNB!""

型
X?99;'

水迷宫视频跟踪系统!成都泰盟$中

国"$蛋白电泳系统!

O;?B<6>

$美国"$

W>

K

''8

K

红外荧光扫描成

像系统!

3=B0W<

$美国"$

DX+"""O

型倒置光学显微镜及图像

采集系统!

38;76

$德国"#

!@#

"

铅染毒实验
"

铅染毒组小鼠饲养饮水由醋酸铅溶于蒸馏

水中配制$醋酸铅浓度
!@1JJ?:

)

3

$剂量参照文献*

(BA

+$并经

预实验确定,对照组饮水则为蒸馏水#饲养过程中$笼具&饮水

瓶等所有用具均使用不含铅的制品#各组动物自由进食&饮

水$喂养
,">

后对动物进行各项测试#

!@$

"

X?99;'

水迷宫实验
"

实验方法参照文献*

#"

+进行%水池

直径
#!"7J

$池深
2"7J

,平台直径
#"7J

$位于水面下
#7J

#

水池平分为四个象限$平台位于其中一象限正中位置$实验开

始后平台位置固定不变$摄像头位于迷宫正中上方位置#迷宫
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期



内水温保持在!

!,U!

"

Y

$池水加奶粉使之浑浊#水迷宫实验

正式开始前
!1G

$各组小鼠均放入迷宫内!无平台"自由游
#"

次$每次
+"'

$使之适应迷宫内环境#在铅暴露第
,"

天$对照

组和铅染毒组进行水迷宫定位航行实验#实验时$将小鼠面朝

水迷宫池壁$随机从四个象限中的一个象限中点轻轻放入水迷

宫#每次训练设定时限
+"'

$若
+"'

内小鼠找到隐藏在水面下

的平台$则让小鼠在平台上停留
,"'

$并记录其找到隐藏平台

的时间$即逃逸潜伏期,若
+"'

内小鼠未能找到平台$则将小

鼠轻轻引导至平台上$并使之在平台上停留
,"'

$逃逸潜伏期

记为
+"'

#同时系统会记录小鼠搜索平台的轨迹#一次训练

结束后$将小鼠擦干后$放在取暖器旁休息$等待下一次训练$

每次训练间隔
#2J;5

$每只小鼠共训练
*

次#水迷宫实验结束

后
!1G

$每组随机取
A

只小鼠用水合氯醛麻醉$断头处死$取其

海马组织$组织冻存于
)*"Y

备用,另外
,

只小鼠则用于做脑

组织切片#

!@%

"

海马区
SZ

切片实验
"

将水迷宫实验结束后的两组中的

小鼠各
,

只$参照文献*

##

+方法$取小鼠全脑做连续冠状切片$

常规
SZ

染色后显微镜下观察小鼠铅染毒后海马
0C#

&

0C,

和齿状回区神经元变化#

!@&

"

I8'M895_:?M

实验
"

将冻存的组织加
<=PC

匀浆裂解后$

提取海马组织总蛋白$

O0C

法测定蛋白浓度$上样量
+"

(

$

$

#"R.D.BPC[Z

电泳$转膜至
-0

膜$

2R

脱脂奶粉的
PO.

缓

冲液封闭#突触囊泡蛋白单克隆抗体!

#\#"""

"

1Y

孵育过

夜$

NO.N

洗膜$驴抗小鼠荧光二抗!

#\2"""

"室温孵育
#G

$

洗膜$

W>

K

''8

K

红外荧光扫描成像系统扫描条带$用
W>

K

''8

K

系统软件对目的条带荧光光密度进行分析#

*

B67M;5

做内参$

两组结果再行比较#

!@F

"

统计学处理
"

两组小鼠每次水迷宫逃逸潜伏期和
I8'MB

895_:?M

实验结果$以
1U4

表示$采用
.P..#,@"

统计软件进行

单因素方差分析$检验水准
-

]"@"2

#

"

"

结
""

果

"@!

"

X?99;'

水迷宫实验
"

!

#

"各组小鼠连续
*

次水迷宫实验

逃逸潜伏期结果见表
#

#结果显示对照组小鼠随训练次数的

增加$其逃逸潜伏期逐渐缩短$即搜索到隐藏平台所用时间逐

渐减少#铅染毒组小鼠学习记忆功能明显受损$表现为第
,

次

!

!

#

"@"2

"&第
1

次至第
*

次!

!

#

"@"#

"水迷宫实验$铅染毒组

小鼠逃逸潜伏期与对照组比较显著延长!

!

#

"@"2

"#!

!

"轨迹

图!图
#

"为第
*

次训练各组小鼠水迷宫轨迹#从轨迹图上看$

对照组小鼠经过连续
*

次训练后$找寻平台的方向性明确$路

径简单直接,铅染毒组小鼠搜索平台的轨迹与对照组比$目标

性不明确$轨迹杂乱$经过训练虽然能够找到隐藏的平台$但其

找寻平台的路径相对方向性不如对照组准确$无法快速有效搜

寻到隐藏的平台#

表
#

""

两组小鼠逃逸潜伏期比较'

%]#!

%

1U4

(

训练次数
逃逸潜伏期!

'

"

对照组 铅染毒组

第
#

次
+"@""U"@"" +"@""U"@""

第
!

次
1(@A!U##@!( 22@+(U2@A!

第
,

次
1+@2AU#1@(A 2#@"AU##@12

!

第
1

次
,2@(!U#,@!# 2+@,1U2@#2

/

续表
#

""

两组小鼠逃逸潜伏期比较'

%]#!

%

1U4

(

训练次数
逃逸潜伏期!

'

"

对照组 铅染毒组

第
2

次
!(@1*U#,@(" 1A@#2U#,@,#

/

第
+

次
,!@("U#"@*" 11@,,U#!@+!

/

第
(

次
!2@,#U#"@*1 1!@,#U*@11

/

第
*

次
!+@"AU*@2+ ,(@11U##@+!

/

""

/

%

!

#

"@"#

$

!

%

!

#

"@"2

$与对照组比较#

"@"

"

I8'M895_:?M

检测结果
"

与对照组比较$铅染毒组小鼠

海马区中
.

K

5

表达水平显著降低!

!

#

"@"2

"$见图
!

#

图
#

""

经过连续
*

次训练后各组小鼠水迷宫轨迹图

"@#

"

海马区神经元
SZ

切片形态观察
"

结果显示$铅染毒组

小鼠海马区较对照组无明显变化#对照组和铅染毒组海马神

经元呈带状分布$排列整齐$

0C#

&

0C,

区锥体细胞及齿状回区

颗粒细胞形态均正常$核居中$大而圆$染为淡蓝色$核仁核膜

清晰$核仁染为紫色$胞质红色且着色均匀$见图
,

#

图
!

""

I8'M895_:?M

检测
.

K

5

结果

图
,

""

两组小鼠海马区
SZ

切片结果'

d2"

(

#

"

讨
""

论

现有研究认为铅直接的神经毒性主要是促进细胞凋亡&神

经系统兴奋性中毒及对神经递质储存与释放的影响*

#!B#,

+

#而

本研究结果提示
.

K

5

在铅导致的神经毒性机制中可能亦发挥

重要作用#

本研究中$

X?99;'

水迷宫实验结果显示铅染毒组小鼠逃

逸潜伏期较对照组显著延长$表明慢性铅暴露可导致小鼠空间

学习记忆功能损伤#由于海马是空间学习记忆重要脑区$其功

能受到抑制时将会导致学习记忆功能下降*

#1

+

#

有文献指出$大鼠长期饮用高铅水$铅可通过血
"

脑屏障

1"##
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月第
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卷第
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期



对大鼠大脑皮层和海马组织造成明显病理损伤$本实验中并未

发现铅对小鼠海马造成明显病理损伤*

#2

+

$但
X?99;'

水迷宫却

显示铅已经导致了小鼠学习记忆功能损伤$提示铅导致的学习

记忆功能损伤可能并非是单纯由其导致的病理变化引起#

.

K

5

与突触囊泡的胞吐作用密切相关$其变化可间接反映

体内突触的数量和分布情况$与认知过程及突触重建密切相

关$

.

K

5

的缺乏可导致学习记忆功能下降*

+

+

#

I8'M895_:?M

结

果显示$铅染毒组小鼠海马中
.

K

5

表达较对照组显著降低#结

合水迷宫实验和海马
SZ

切片结果$提示铅染毒造成的小鼠学
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8M6:@Ẑ 8̂7M'?̂ O95B,6

L

9?M8;5

65><-C8%

L

98'';?5;596M_96;5 ?̂::?H;5

$

:?HB:8Q8::86>

8%

L

?'498>49;5

$

>8Q8:?

L

J85M?5 '

L

6M;6::8695;5

$

65>

J8J?9

K

*

g

+

@N?%;7?:38MM

$

!""+

$

#+1

!

#

"%

+,B("@

*

,

+ 曲巍$王孝文$王金平
@

鼠脑穹窿海马伞切断突触素动态

变化及
X?99;'

水迷宫重复训练对其影响*

g

+

@

解剖学研

究$

!""A

$

,#

!

+

"%

1#1B1#A@

*

1

+ 田枫$齐晓旭$郑振辉
@

-

B

亚麻酸对大鼠学习记忆功能和

海马神经元的影响*

g

+

@

中国老年学杂志$

!""A

$

!A

!

+

"%

++1B+++@

*

2

+

C9MG490P

$

.M?H8::XS@.M947M498?̂ '

K

56

L

M?

L

G

K

';5

%

6

G8%6J89;7XC<FZ3B>?J6;57G6558:

L

9?M8;5

*

g

+

@.M947B

M498

$

!""(

$

#2

!

+

"%

("(B(#1@

*

+

+

.7GJ;MMh

$

N65;J?M?-

$

.88:;

$

89X

$

8M6:@D8M87M;?5?̂_8B

G6Q;?96:6:M896M;?5'65>:8695;5

$

>8̂;7;M';5J;78:67̀;5

$

'

K

56

L

M?

L

G

K

';5

*

g

+

@-849?'7;8578

$

!""A

$

#+!

!

!

"%

!,1B!1,@

*

(

+ 高双$宫慧芝$姜泓$等
@PE0B

2

和
Z<E

在慢性染铅小鼠

脑皮质区的异常表达*

g

+

@

中国医科大学学报$

!""*

$

,(

!

2

"%

+!(B+1"@

*

*

+ 彭博$吴哲$张朝东
@

铅对小鼠大脑皮层神经元磷脂酰肌

醇
,

激酶影响*

g

+

@

中国公共卫生$

!"#"

$

!+

!

!

"%

!!*B!!A@

*

A

+ 郝凤进$高双$袁莹$等
@

慢性铅暴露对小鼠脑皮质区

Z<E

蛋白表达的影响*

g

+

@

贵阳医学院学报$

!""*

$

,,

!

#

"%

#+B#*@

*

#"

+

X?99;'<@D8Q8:?

L

J85M'?̂ 6H6M89BJ6a8

L

9?78>498 ?̂9

'M4>

K

;5

$

'

L

6M;6::8695;5

$

;5MG896M

*

g

+

@-849?'7;X8MGB

?>'

$

#A*1

$

##

!

#

"%

1(B+"@

*

##

+刘剑$秦大莲$黄新武$等
@

脑舒胶囊对阿尔茨海默病大鼠

学习记忆力的改善及海马神经元的保护*

g

+

@

中药药理与

临床$

!"#"

$

!+

!

1

"%

21B2(@

*

#!

+

3;>'̀

K

N=

$

.7G58;>89g.@386>5849?M?%;7;M

K

;57G;:>985

%

_6';7J87G65;'J'65>7:;5;76:7?998:6M8'

*

g

+

@O96;5

$

!"",

$

#!+

!

#

"%

2B#A@

*

#,

+

F89;56N

$

<?G>80C

$

[4;:69M8N<@Z5Q;9?5J85M6::86>

8%

L

?'498>49;5

$

869:

K

:;̂86:M89'

$

9654:878::5849?

$

858';'

65>J?9

L

G?:?

$K

;5MG8G;

LL

?76J

L

4'?̂

K

?45

$

6>4:M96M'

*

g

+

@-849?'7;8578

$

!""(

$

#12

!

,

"%

#",(B#"1(@

*

#1

+许志强$张涛$张猛$等
@

L

9?OD-/

对老龄鼠空间学习与

记忆功能的影响*

g

+

@

重庆医学$

!""*

$

,(

!

(

"%

+*,B+*2@

*

#2

+蒋军军$贾庆华$刘春杰$等
@

醋酸铅对小鼠星形胶质细胞

的凋亡作用*

g

+

@

工业卫生与职业病$

!"#"

$

,+

!

1

"%

!!1B

!!A@

!收稿日期%

!"##B##B!#

"

修回日期%

!"##B#!B!A

"

!上接第
#"(A

页"

""

7

K

M?̀;58B;5>478> ;̀::89

!

0=E

"

78::'

$

>85>9;M;778::'B0=E

!

D0B0=E

"$

65>'8J;B6::?

$

858;7D0B0=E

*

g

+

@0G;5g0657B

89

$

!"#"

$

!A

!

(

"%

+1#B+1*@

*

!

+

NG6585>9696

&

65.

$

-?H6̀ X

$

C_̀85S

$

8M6:@0?J_;5;5

$

7

K

M?̀;58B;5>478> ;̀::8978::'H;MGQ677;56M;?5;5765789;JB

J45?MG896

LK

%

J?98MG65?58

L

:4'?58

*

g

+

@384̀ <8'

$

!"##

$

,2

!

A

"%

##,+B##1!@

*

,

+

cG?5

$

<

$

N85

$

g

$

S65O

$

8M6:@D85>9;M;778::'7?J_;5;5

$

H;MG7

K

M?̀;58B;5>478> ;̀::8978::''

K

589

$

;a87G8J?MG896

LK

;5

L

6M;85M'H;MG:6M8B'M6

$

85?5B'J6::78:::45

$

765789

*

g

+

@

065789=JJ45?:=JJ45?MG89

$

!"##

$

+"

!

#"

"%

#1A(B2"!@

*

1

+ 李菁媛$陈智超
@D0B0=E

细胞治疗研究*

g

+

@

临床血液学

杂志$

!""*

$

!#

!

!

"%

#+*B#("@

*

2

+

.40i

$

0G?4/S

$

N'6;Ei

$

8M6:@NG88'M6_:;'GJ85M?̂ 6

'M65>69>?

L

896M;?5

L

9?78>498̂ ?9

L

'

K

7G;6M9;7'89Q;786̂M89

65869MG

j

46̀8

*

g

+

@D;'6'M89'

$

!"##

$

,2

!

,

"%

2*(B+"2@

*

+

+

i65

$

e

$

e4I@Z'M6_:;'GJ85M?̂ J?>8:65>'M65>69>?

L

B

896M;?5

L

9?78>498 ?̂9_;?M965'̂?9J6M;?5?̂ 7G8J;76:7?5B

'M;M485M'?̂M96>;M;?56:0G;58'8J8>;7;58_

K

G4J65;5M8'M;B

56:_67M89;6

*

g

+

@cG?5

$$

4?cG?5

$

i6?c6cG;

$

!"##

$

,+

!

#

"%

#AB!+@

*

(

+ 黄红坤$邬伯安
@[3P

实验室标准操作规程的管理和质量

保证*

g

+

@

中国实用医药$

!""A

$

1

!

!1

"%

!2(B!2*@

*

*

+

O69_6D

$

.69;'.0

$

S?:>890

$

8M6:@=5M96M4J?96:3CE78::

65>;5M89:84̀;5B!MG896

LK

?̂ G4J65

$

:;?J6'

*

g

+

@g-849?B

'49

$

$

#A*A

$

("

!

!

"%

#(2B#*!@

*

A

+ 邬小荣$董景文
@

恶性肿瘤伴焦虑&抑郁患者的心理护理

研究*

g

+

@

护理研究$

!"##

$

!2

!

#

"%

21B22@

*

#"

+张建群$倪嘉$陈显春$等
@

对恶性肿瘤患者进行全程心理

护理的效果分析*

g

+

@

第三军医大学学报$

!"##

$

,,

!

#,

"%

#1!1B#1!2@

*

##

+李梅$侯宜静$张雪枫$等
@

恶性肿瘤化疗
(,

例心理护理

*

g

+

@

齐鲁护理杂志$

!"##

$

(

!

#"

"%

##!B##,@

*

#!

+程月芳
@

心理护理对恶性肿瘤首次化疗患者的实施体会

*

g

+

@

中国实用医药$

!"##

$

+

!

!"

"%

#A"B#A#@

!收稿日期%

!"##B##B!1

"

修回日期%

!"##B#!B,"

"

2"##

重庆医学
!"#!

年
1

月第
1#

卷第
##

期




