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摘要 为了探讨甲基汞神经毒性早期预报指标和信息传递分子机制 本文应用  ×2°≤  方法研究了不同浓度甲基汞暴露不同

时间后 大鼠脑中即刻早期基因 χ2ϕυν  表达变化对照组为 1 生理盐水 !暴露组浓度分别为 1 !1 ! #  

取样时间分别为  ! ! !  结果表明大鼠脑 χ2ϕυν  表达优先于汞的蓄积 大鼠脑 χ2ϕυν   表达变化对

于甲基汞神经毒性具有早期预报作用 即刻早期基因 χ2ϕυν 参与了甲基汞对中枢神经系统损害的毒性过程 
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Κεψ ωορδσ:  ∏    χ2ϕυν ; ¬   ×2°≤   

  汞污染和汞中毒是一个久远而现实的问题 

•  和各国政府均将其列为首先考虑的污染物 

目前国内外对汞毒性研究已由大剂量急性暴露研究

发展到更接近实际环境的长期暴露和低剂量水平的

研究 所采用的研究对象已由生物整体 !器官和组织

深入到细胞和亚细胞以至更灵敏的分子水平 在本

课题组研究的基础上≈ ∗  本文应用  ×2°≤  方

法 研究不同浓度氯化甲基汞   ≤暴露不同时间

后 大鼠脑中即刻早期基因 χ2ϕυν  表达变化 

以便探讨甲基汞神经毒性早期预报指标和甲基汞神

经毒性信息传递分子机制 

1  材料与方法

111  动物暴露

选取健康 ≥⁄大鼠 体重  ?  由中科院

上海实验动物中心提供 实验前所有待试动物在同

一环境室温 无强光及强噪音刺激 充足的食物和

饮水饲养数天 去除过于活跃或呆滞者 将健康大

鼠随机分为 组分别标记如下 每组 只 雌雄各

半 一次性皮下注射   ≤ 进行暴露 

⁄×  ⁄×  ⁄×  ⁄×

⁄×  ⁄×  ⁄×  ⁄×

⁄×  ⁄×  ⁄×  ⁄×

⁄×  ⁄×  ⁄×  ⁄×

其中 ⁄为空白 即注射 1 生理盐水 

⁄ 注射浓度为 1 #    ≤ 

⁄ 注射浓度为 1 #    ≤ 

⁄ 注射浓度为 1 #    ≤ 

× 后取样  × 后取样 

× 后取样  × 后取样 
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≥⁄大鼠达到暴露时间后 股动脉取血处死 在

冰盘内迅速除去大鼠脑颅骨 剥离硬脑膜及软脑膜 

取出完整的脑组织 取部分脑组织迅速投入液氮中

然后转入   ε 的冰箱中保存待用 

112   ×2°≤ 

取适量脑组织 按照总   提取试剂盒由

±∞公司提供说明书方法进行提取总   经

紫外分光光度计测定总   浓度和纯度 重复测

定 次 ⁄和 ⁄之比值应在 1 ∗ 1之间 

计算样品总  浓度 取适量的总   进行  ×2

°≤  按  ×2°≤  试剂盒说明书由 ±∞公司提

供 进行 用保守基因°⁄做参照 所用引物

为±∞公司合成 

χ2ϕυν   × ≤ × ≤ × ≤ 

χ2ϕυν   × × × × ≤ × × × ≤

°⁄   × × ≤ ≤≤ ≤

°⁄   ≤ ≤ ≤ ≤ × ≤ × × ×  

χ2ϕυν和 °⁄ 扩增片断大小分别为  

和  反应完成后取  Λ°≤  反应液 经

 琼脂糖凝胶电泳 用 °≤  由 ≥公

司提供 作分子量标准 电泳完毕后在紫外灯下观

察照相 密度扫描分析 °≤  产物带 为消除系统及

定量误差 χ2ϕυν   的表达水平以相对表达量

即 χ2ϕυν°⁄ 的百分数来计算≈ ∗  

113  统计分析

数据统计采用 τ检验 !各组数据均取 ξ ? Σ .

2  结果

211  脑中汞的蓄积

称取约 的大鼠脑组织样品 放入样品舟

内 由    2∏∏  

 自动完成 结果如表  由表 可以

看出 在  时 1 # 剂量和 时

1 # 剂量 汞就已开始在脑中显著蓄积 

说明   ≤ 极易穿过血脑屏障 对脑组织有很强亲

和力 在如此短的时间和如此低的剂量下 汞在脑中

的蓄积情况目前尚未见到报道 相同时间条件下

  ≤在脑中的蓄积量随剂量增加而升高 一次性

  ≤ 暴露后   ≤ 在脑中的蓄积速度与暴露剂量

有一定的依赖关系 剂量越高 蓄积越快 这可能是

因为浓度越高 扩散速度越快 于是进入脑的速度也

越快的缘故 

一次性注射   ≤ 暴露后汞在脑中的蓄积量随

时间而变化  前随暴露时间增加而增加 

达到最大 暴露  1 剂量已开

始显著下降 其余两个剂量也已开始表现出下降趋

势 除 ⁄×组与对照组相比不具有显著性差异外 

其它各暴露组脑中汞的蓄积均显著高于对照组 

表 1  大鼠脑中汞的浓度1)  # 

×  × ∏  # 

  ⁄ 1 # ⁄ 1 # ⁄  # ⁄

×   ?     ?     ?     ?  

×   ?     ?     ?     ?  

×   ?     ?     ?     ?  

×   ?     ?     ?     ?  

   数据统计采用 τ检验 各组数据均取 ξ ? Σ表示 ν    与对照组相比 π  1 与对照组相比 π  1 

212  甲基汞对大鼠脑即刻早期基因 χ2ϕυν  

表达的影响

 χ2ϕυν  ×2°≤  产物电泳见图  

⁄          

                

 2 图  对照组⁄

大鼠脑 χ2ϕυν  ×2°≤  产物电泳图 从左到右依次

为 ⁄× ! ⁄× ! ⁄× ! ⁄× 图 ⁄浓度暴露

大鼠脑 χ2ϕυν  ×2°≤  产物电泳图 从左到右依次

为 ⁄× ! ⁄× ! ⁄× ! ⁄× 图 ≤ ⁄浓度暴露

大鼠脑 χ2ϕυν  ×2°≤  产物电泳图 从左到右依次

为 ⁄× !⁄× ! ⁄× !⁄× 图 ⁄ ⁄浓度暴

露大鼠脑 χ2ϕυν  ×2°≤  产物电泳图 从左到右依

次为 ⁄× !⁄× ! ⁄× ! ⁄× 

 甲基汞对大鼠脑 χ2ϕυν   表达的影

响 结果见表  

对 χ2ϕυν和 °⁄ 扩增条带进行图象分析 

测得各扩增条带曲线下的光密度值 Α和同一样品

下的 °⁄ 扩增条带的光密度值 Α 结果用 Α

Α百分数表示 

从表 可以看出 对照组 χ2ϕυν   表达非

常的弱 而随着时间的延长 χ2ϕυν   表达越来

越弱 在 ×时间表达最强 在 ×时间表达最弱 ×

与 ×之间有极显著性差异 π  1 相邻之间没
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图 1  χ2ϕυν ΡΤ2ΠΧΡ 产物电泳图

ƒ  °√  ×2°≤  ∏    ∏ 

表 2  甲基汞对大鼠脑 χ2ϕυν µ Ρ ΝΑ表达的影响1)

×  ×   ≤ ¬  χ2ϕυν    

  ⁄ 1 # ⁄ 1 # ⁄  # ⁄

×  ?   ?   ?   ? 

×  ?   ?   ?   ? 

×  ?   ?   ?   ? 

×  ?    ?   ?   ? 

   数据统计采用 τ检验 !各组数据均取 ξ ? Σ表示 ν   与对照组相比 π    与对照组相比 π    

有显著性差异 这表明对照组在 × 时间后 χ2ϕυν
 表达开始趋于稳定 通过实验发现 大鼠未

注射生理盐水和甲基汞前 χ2ϕυν   几乎不表

达 凝胶图像分析系统不能分析出其表达量 所以可

以推断 这种现象可能是由于在注射过程中短暂的

应激效应诱导了大鼠脑 χ2ϕυν   的瞬时表达 

 后开始下降  后慢慢恢复正常 

各暴露组与对照组相比均具有显著性差异 这

说明甲基汞显著诱导了大鼠脑即刻早期基因 χ2ϕυν
 表达 在各浓度暴露下 随着时间的增加 大

鼠脑 χ2ϕυν   表达呈现先升高后下降趋势 暴

露组大鼠脑 χ2ϕυν   表达随浓度的增加 

 表达到达高峰时间越早 在 ⁄浓度暴露时 

×时间表达最强 ×与 ×之间有显著性差异 π

 1 相邻之间没有显著性差异 在 ⁄浓度暴

露下 ×时间表达最强 ×与 ×之间有显著性差

异 π  1 在 ⁄ 浓度暴露下 × 时间表达最

强 相邻各组之间有极显著性差异 π  1 

3  讨论

甲基汞属于高神经毒物 具有脂溶性 易透过血

脑屏障或胎盘屏障进入脑组织 引起急性或慢性甲

基汞中毒 从甲基汞在脑中的蓄积情况发现 在体

重剂量为 1    ≤ 暴露下大鼠脑中的甲

基汞蓄积与对照组相比不具有显著性差异 而大鼠

脑 χ2ϕυν  表达与对照相比具有显著性差异 

研究还发现在   ≤ 暴露下 大鼠脑中汞的蓄积在

×时均最大 而 χ2ϕυν   表达最强时间除 ⁄

浓度为 ×时间外 其它均比 ×时间提前 从这两

点可以看出大鼠脑 χ2ϕυν  表达优先于汞的蓄

积 即并不是由于汞到了脑之后才诱导了 χ2ϕυν
 表达 而是在汞还未到达脑之前大鼠脑 χ2

ϕυν  就开始表达 这也说明了汞的神经毒性

存在一个信息传递过程 由这些结果可以认为大鼠

脑 χ2ϕυν  表达对于甲基汞神经毒性具有早期

预报作用 

本课题组研究了甲基汞急性暴露大鼠神经递质

的变化≈ 通过研究发现 1 暴露  

大鼠脑 !肝 !肾 种组织中胆碱酯酶≤∞和乙酰

胆碱  ≤ 与对照组相比均有显著变化  π 

1 而在此情况下 脑中总汞含量没有显著变化 

即可以认为此时甲基汞尚未突破血脑屏障进入脑

中 因而乙酰胆碱的变化和乙酰胆碱酯酶的变化也

具有一定的提前性 通过对大鼠氧化损伤研究发

现≈  在   ≤ 1 剂量下 一次性暴露

 内各时间点  ⁄丙二醛 !≥⁄超氧化物岐

化酶含量与对照组相比均无显著变化 各指标的变

化均滞后于汞在脑中的蓄积 

χ2ϕυν 的第三信使假说认为≈ ∗  在神经系统

对内源及外源信号的应答过程中 第一级神经元的

期 环   境   科   学



兴奋引起神经递质的分泌 其作为第一信使 作用

于靶细胞的细胞膜 再由跨膜转导机制将信号传入

细胞内 激活了胞内的第二信使 引起靶细胞特定

的反应 在引起细胞瞬时反应的同时 也可以激活

即刻早期基因 χ2ϕυν 的转录 该转录生成的 χ2ϕυν
 逸出胞核到胞浆翻译成 等磷蛋白 重

新进入核内 组成不同的二聚体 作用于靶基因上

的 °2结合位点× ≤ × ≤ 等 调节靶基因的

表达 正是这些快速生成的核蛋白把第一和第二信

使传来的信息与靶基因表型的改变偶联起来 因此

被称为核内第三信使 即刻早期基因产物一转录因

子可能作为信号传递通路的第三信使调节靶基因的

表达 导致细胞表型的改变 从而调控细胞乃至神

经系统的生理反应 由此可见 χ2ϕυν   表达变

化在甲基汞神经毒性分子机制中具有重要的作用 
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