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� � 摘要: 目的 � 观察谷氨酸转运体在鱼藤酮神经毒性中的作用。方法 � 建立星形胶质细胞与大鼠嗜铬细胞瘤

( PC12) 细胞共培养鱼藤酮染毒模型, 并用谷氨酸转运体�1 ( GLT�1) 和谷氨酸 /天冬氨酸转运体 ( GLAST ) 特异性抑

制剂二氢卡因酸盐 ( DHK )、L�反式吡咯烷�2�4�二羧酸 ( PDC) 预处理。高效液相色谱 ( HPLC ) 荧光法检测星形胶

质细胞胞外谷氨酸 ( G lu) 浓度, 同位素标记法检测 G lu摄取能力。结果 � DHK预处理组星形胶质细胞 G lu摄取能力

与单纯鱼藤酮中毒组比较差异无统计学意义, 而 PDC预处理组星形胶质细胞 G lu摄取能力明显下降, 胞外 G lu浓度升

高, 与单纯鱼藤酮中毒组比较具有显著的统计学意义。结论 � 谷氨酸转运体 GLAST可能在鱼藤酮诱导的兴奋性损伤

机制中起主要作用。
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Role of glutamate transporters in neurotoxicity induced by rotenone
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Abstrac t: Objective� To explore the ro le of g lu tam ate transpo rters in the neuro tox ic ity induced by ro tenone. Methods�

Astrocytes iso lated from newborn ra ts, w ere cocultured w ith PC12 cells, then w ere d iv ided into 6 groups: con tro l g roup, rote�

none trea ted group, DHK pretreated g roup ( � and � ), and PDC pre trea ted group ( � and � ) . Ex tracellular g lutam ate

concentrations w ere de tected by h igh per fo rm ance liquid chrom atography ( HPLC), and the uptake ability o f g lutama te was de�

term ined w ith isotope labe ling me thod. Resu lts� It w as show ed that the g lutam ate uptake ab ility in astrocy tes pre trea ted w ith

PDC w as significantly decreased compared w ith rotenone treated g roup, wh ile those in astrocytes pretrea ted w ith DHK failed to

show any sign ificant change. Conc lu sion� GLAST ra ther than GLT�1 m ay play a cruc ial ro le in exc ito tox ic ity induced by rote�

none.

K ey words: rotenone; g lu tam ate transpo rter; neurotox icity

� � 农药鱼藤酮能够选择性地作用于大脑黑质多巴胺

神经元, 中毒后动物产生肌肉麻痹、僵硬、震颤、运

动缓慢等类似帕金森病的症状
[ 1]
。新近研究发现,

鱼藤酮神经毒性的一个可能机制是改变大脑神经细胞

中兴奋性神经递质如谷氨酸等的浓度
[ 2]
。脑内谷氨

酸代谢主要依赖于分布在星形胶质细胞膜的谷氨酸转

运体 GLAST和 GLT�1[ 3]
。本研究采用谷氨酸转运体

特异性抑制剂 DHK 和 PDC, 分别调控 GLT�1与
GLAST的功能活性, 以期阐明两种谷氨酸转运体在

鱼藤酮诱导的神经元变性损伤过程中的作用。

1� 材料与方法

1�1� 主要试剂和仪器
鱼藤酮、DHK、PDC购自 Sigma公司, L�g lutam ic

ac id标准品与 L� [
3
H ] �g lutam ic acid为 Sigma公司产

品, DMEM /F12培养基购自 G ibco公司, M illicell插入

式培养皿 (M illicell culture ce ll insert) 为 M illipore公司

产品。

1�2� 共培养细胞的建立和实验分组
取生后 3 d SD新生大鼠, 断头取中脑组织, 按

照 M cCarthy
[ 4]
所述方法分离和纯化星形胶质细胞,

用含 20%胎牛血清的 DMEM /F12培养基培养, 经 3

次传代后免疫组化 GFAP 染色鉴定。将高分化的

PC12细胞按 1�0 � 10
5
个 /m l密度接种于 6孔板中,

将星形胶质细胞按 1�0 � 10
5
个 /m l密度接种于 M illi�

ce ll插入式培养皿 ( PET膜, 3�0 �m /24 mm ), 并与

PC12细胞建立共孵育体系, 以模拟脑内微环境。将

共培养细胞随机分为 6组: ( 1) 对照组, 正常孵育

的共培养物; ( 2) 单纯染毒组, 终浓度为 1�0 �mo l/

L鱼藤酮组; ( 3) DHK预处理组 � , 1�0 �mo l/L鱼

藤酮 + 0�5 mmo l/L DHK; ( 4 ) DHK预处理组 �,

1�0 �mo l/L鱼藤酮 + 1�0 mmo l/L DHK; ( 5) PDC预

处理组 � , 1�0 �mo l/L鱼藤酮 + 1�0 mmo l/L PDC;

( 6) PDC 预处理组 �, 1�0 �mo l/L 鱼藤酮 + 2�0
mmo l /L PDC。预处理组在染毒前加入药物孵育 30
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m in后, 再加入 1�0 �mol/L鱼藤酮培养 24 h用于

实验。

1�3� HPLC荧光法检测共培养细胞胞外 G lu浓度

应用 HPLC与荧光检测器联用检测样品中 G lu含

量, 具体操作参照文献 [ 5]。收集对照组与各实验组细

胞培养液 100 � ,l 按 3�2 ( V /V ) 加 1 mol /L HC lO4,

10 000 r /m in离心 5m in, 取上清液按 4�3 (V /V ) 加入

2 mo l/L KHCO3 1 m ;l 4� , 10 000 r /m in离心 5 m in,

收集上清液; 取上清液 30 �l加入等体积邻苯二甲醛衍

生液, 充分混匀, 室温反应 2 m in进样。

1�4� 同位素标记法检测星形胶质细胞 G lu摄取能力

预处理组在染毒前加入药物孵育 30 m in, 鱼藤酮

染毒浓度为 1�0 �mo l/L, 培养 24 h后倾去培养液,

用 D�H anks液漂洗 3次。每孔加入含 L�[ 3
H] �g lutam ic

acid 1 �C i的孵育液 1 m ;l 37� 孵育 15 m in后, 用预

冷的 0�9% N aC l溶液终止反应并洗涤 3次, 再用 1

mo l/L HC lO4裂解细胞; 4� , 10 000 r /m in离心 20

m in, 取上清液置入闪烁瓶中, 加入适量闪烁液, 过

夜, 次日于液闪记数仪上检测。

1�5� 统计学分析
实验数据用 x � s表示, 采用 SPSS 12�0软件进行

方差分析和 t检验。

2� 结果

2�1� DHK预处理对鱼藤酮染毒星形胶质细胞胞外

G lu浓度的影响

与对照组比较, 1�0 �mo l/L鱼藤酮染毒组星形

胶质细胞胞外 G lu浓度明显升高 ( P < 0�01) ; 而与

单纯鱼藤酮染毒组相比, 0�5 mmo l/L和 1�0 mmo l/L

DHK预处理组 G lu浓度升高并不显著, 见表 1。

2�2� DHK预处理对鱼藤酮染毒星形胶质细胞 G lu摄

取的影响

与对照组比较, 1�0 �mo l/L鱼藤酮染毒组星形

胶质细胞 G lu摄取能力明显降低 ( P < 0�01) ; 而与

单纯鱼藤酮染毒组相比, 0�5 mmo l/L和 1�0 mmo l/L

DHK处理组 G lu转运能力降低并不显著, 见表 1。

2�3� PDC预处理对鱼藤酮染毒星形胶质细胞胞外

G lu浓度的影响

与单纯鱼藤酮染毒组相比, 1�0 mmol /L和 2�0
mmo l /L PDC预处理组 G lu浓度均显著升高 ( P <

0�01) , 见表 1。

2�4� PDC预处理对鱼藤酮染毒星形胶质细胞 G lu摄

取的影响

与单纯鱼藤酮染毒组相比, 1�0 mmol /L和 2�0
mmo l /L PDC处理组 G lu转运能力均显著降低 (P <

0�01) , 见表 1。

表 1� DHK预处理组胞外 G lu浓度和摄取

功能的变化 ( n = 6, x � s)

组 � 别 G lu浓度 ( �mo l/L ) G lu摄取 [ pm ol / (m l� m in) ]

对照组 22�35 � 3�86 1�955 � 0�324

单纯染毒组 27�80 � 4�17* 1�289 � 0�218* *

DHK预处理组� 28�78 � 3�55* 1�106 � 0�252* *

DHK预处理组� 29�18 � 4�01* 1�078 � 0�204* *

PDC预处理组� 38�55 � 6�81* * # 0�775 � 0�098* * #

PDC预处理组� 39�40 � 7�41* * # 0�658 � 0�054* * ##

注: 与对照组比较, * P < 0�05, * * P < 0�01; 与单纯染毒组比较,

#P < 0�05, ##P < 0�01。

3� 讨论
新近的研究表明, 中枢兴奋性氨基酸递质如 G lu

释放过多, 并通过其受体介导的兴奋性毒性在帕金森

病 ( Park inson�s disease, PD ) 的发生和发展过程中发

挥了重要作用
[ 6 ]
。鱼藤酮是从豆属植物毛鱼藤中提

取的一种天然杀虫剂, 是细胞线粒体复合酶�高亲和

力的抑制剂。既往研究表明, 鱼藤酮通过破坏脑内

G lu的正常代谢, 引起组织间隙 G lu含量显著升高,

从而诱导神经元兴奋性损伤
[ 7]
。

由谷氨酸转运体 GLAST、GLT�1构成的星形胶质
细胞 G lu转运系统, 能够摄取细胞外绝大部分 G lu,

从而保护神经元免受兴奋性损伤。前期研究发现, 鱼

藤酮对星形胶质细胞谷氨酸转运体的表达产生明显影

响, 导致 G lu转运功能的降低, 但 GLAST、GLT�1在
此过程中的具体作用还不清楚

[ 8]
。因此, 我们采用

GLAST、GLT�1特异性抑制剂 PDC、DHK进行干预实

验。同位素标记实验显示, DHK预处理组星形胶质

细胞 G lu转运能力下降, 但与单纯鱼藤酮染毒组比较

差异无统计学意义。提示 GLT�1于此浓度鱼藤酮染
毒条件下, 在星形胶质细胞谷氨酸转运功能降低过程

中, 并非占据主导地位; 而 PDC预处理组星形胶质

细胞 G lu转运能力下降, 胞外 G lu明显升高, 与单纯

鱼藤酮染毒组比较差异有显著的统计学意义。提示与

GLT�1相比, 在此浓度鱼藤酮染毒条件下, GLAST的

下调可能是星形胶质细胞谷氨酸转运功能降低的主要

因素。

目前, 谷氨酸转运体已成为治疗帕金森病等神经

退行性疾病的新靶点。其失表达、停止转运或逆向释

放谷氨酸时, 均可引起突触间隙或胞外谷氨酸大量聚

集, 从而造成神经毒效应。因此, 有效地调控谷氨酸

转运体的表达及功能活性, 为开发新型神经退行性疾

病治疗药物提供了新的思路。

(下转第 255页 )
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表 2� 各实验组豚鼠脏器指数的影响 %

组别 � � � 动物数 体重 ( g) 心指数 肝指数 脾指数 肺指数 肾指数 脑指数

DCAC实验组 18 316 � 35 0�36 � 0�04 2�95 � 0�23 0�17 � 0�04 0�86 � 0�16 0�95 � 0�07 1�06 � 0�12
阳性对照组 10 307 � 54 0�37 � 0�06 2�95 � 0�14 0�13 � 0�01 0�90 � 0�16 0�97 � 0�06 1�12 � 0�15

阴性对照组 10 319 � 48 0�38 � 0�04 2�88 � 0�22 0�15 � 0�03 0�83 � 0�16 0�92 � 0�08 1�07 � 0�12

2�5� 皮肤病理组织学检查
阳性对照组角质层、粒细胞层中炎症细胞浸润,

粒细胞轻度肿胀, 基底层细胞未见异常, 真皮层也有

散在炎症细胞浸润, 毛细血管扩张, 水肿。DCAC实

验组、阴性对照组角质层角化完全, 棘层无增厚, 真

皮内未见毛细管扩张、水肿和炎症细胞浸润。

3� 讨论

小分子化学物诱导的变应性接触性皮炎被认为是一

种由 T淋巴细胞介导的迟发型超敏反应, 是以细胞免疫为

主的过程
[ 5, 6]
。BoerrigterG H等和 ScheperR J等分别在

DNCB致敏的豚鼠体内检测到了半抗原特异性抗体和特异

性 T淋巴细胞, 证明了 T、B淋巴细胞同时参与了机体的

过敏性反应
[ 7, 8]
。TCE在体内的代谢过程非常复杂, 中间

活性代谢产物较多, 目前尚不清楚哪一种代谢产物作为半

抗原引发了机体的变应反应。通过本研究发现 DCAC可能

在 TCE诱发变应性皮炎过程中, 没有发挥中间活性代谢

产物作用。而李来玉等
[ 9]
用该方法评价三氯乙烯对豚鼠的

致敏率为 71�14%, 属于强致敏物, 皮肤病理组织学检查

也发现了表皮棘细胞层增厚, 真皮内毛细血管扩张、水

肿, 以及单核细胞浸润, TCE代谢产物三氯乙酸致敏率为

58�13%, 为中度致敏物, 而三氯乙醇及水合三氯乙醛的

致敏率为 0。本次研究 DCAC实验的致敏率为 0, 结果暂

不支持 DCAC在 TCE诱发变应性皮炎中的作用。

本次研究还发现 DCAC实验组与其他两个组别

ALT、AST 检测值差异无统计学意义, 没有发现

DCAC对豚鼠产生肝损害作用。有研究
[ 10]
证明了

TCE氧化通路的代谢产物是产生细胞毒性和肝损伤

的主要物质, DCAC也是三氯乙烯经细胞色素 P450

途径中间的活性代谢产物, 但本研究认为 DCAC可能

不是 TCE产生细胞毒性和肝损伤的中间代谢产物。

本研究缺乏 TCE对照组对比资料, 无法进一步深入

分析。在未来的研究中, 应同时设立 TCE以及其他代谢

产物作为对照, 以进一步阐明 DCAC以及其他代谢产物

在 TCE致敏以及造成肝损害过程中的作用。
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