
第 29卷第 7期

2009年 7月

环  境  科  学  学  报

 Acta Scientiae C ircumstantiae

Vo .l 29, No. 7

Ju.l , 2009

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 ( No. 30540018 );日本文部科学省资助项目 ( No. 20390173& 16209021)

Supported by th e NationalNatural S cien ce Foundat ion of Ch ina( No. 30540018 ) and in part by G ran t-in-A id for Scient ific Research ( A ) from Japan

Society for the Prom ot ion Science ( 20390173& 16209021) th eM in istry ofE du cation, Cu ltu re, Sports, S cien ce and Technology

作者简介: 安艳 ( 1969) ) ,女,研究员 (博士 ) , E-m ai:l dranyan@ 126. com; * 通讯作者 (责任作者 )

Biography: AN Yan( 1969) ) , fem ale, professor( Ph. D. ), E-m ai:l d ranyan@ 126. com; * Correspond ing author

安艳, 银华, 王三祥,等. 2009.口服二苯胂酸在小鼠小脑蒲肯野细胞诱发氧化和氮化应激 [ J] .环境科学学报, 29 ( 7) : 1496- 1501

An Y, Y in H, W ang S X, et a l. 2009. Oral adm in istrat ion of d iphenylars in ic acid induces oxidat ive and n itrosative s tress in cerebellar Pu rk in je cells of

m ice[ J] . A cta Scient iae C ircum stan tiae, 29( 7) : 1496- 1501

口服二苯胂酸在小鼠小脑蒲肯野细胞诱发氧化和氮

化应激
安艳

1, *
, 银华

2
, 王三祥

3
,王正辉

3
,张向东

3
,李军

3
,李贞

4

1. 苏州大学医学部放射医学与公共卫生学院,苏州 215123

2. 苏州大学纺织与服装工程学院,苏州 215021

3. 山西省地方病防治研究所,临汾 044100

4. 山东省医学科学院放射医学研究所,济南 250062

收稿日期: 2008-10-23   修回日期: 2009-02-14   录用日期: 2009-05-12

摘要:为了研究口服化学战剂降解产物二苯胂酸 ( DPA )导致小脑功能异常与诱发小鼠小脑蒲肯野细胞氧化和氮化应激之间的关系,利用硫代

巴比妥酸反应物 ( TBARS)法和免疫组织化学方法检测脑组织丙二醛 (MDA )和 3-硝基酪氨酸 ( 3-NT )的变化情况.同时,通过在体外合成 3价

DPA的模型化合物二苯胂酸碘 ( DPI) ,并用 W estern-b lot检测 3-NT的生成. 研究发现, 在小鼠一次口服 15m g# kg- 1 DPA以及连续 5 d口服 5

m g# kg- 1 DPA的情况下,小脑组织 TBARS上升,蒲肯野细胞 MDA和 3-NT染色阳性.体外实验检测到 DP I和 NO反应可以生成 3-NT, 这表明

DPA会导致小鼠小脑功能异常,这与其在体内代谢过程中产生的砷相关活性物质在小脑蒲肯野细胞诱发氧化和氮化应激密切有关.
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Abs tract: Th e prom inen t cerebellar sym p tom s du e to exposure to d iphenylarsin ic acid ( DPA ) , a s tab le degradat ion produ ct of chem icalw arfare agents,

w ere elucidated by invest igat ing the DPA- induced oxidative and /or n itrosat ive stress in cereb el lar Pu rk in je cel ls ofm ice. The values of th iobarb ituric acid-

react ive sub stances ( TBA-RS) w ere m easured in the b rain of m ice after oral adm in istrat ion of DPA. M alond ialdehyd e (MDA )-adducts and 3-NT w ere

detected in cerebellar sections by imm unoh istochem ical an alysis. S ign ifican tly posit ive stain ing w ith m alond iald ehyde (MDA) and 3-n itrotyrosine ( 3-NT)

w as ob served in th e cerebel lar Purk in je cells by repeated adm in istration ( 5 mg# kg- 1# d- 1 ) w ith DPA for 5 w eeks. A s ingle adm in istrat ion of DPA ( 15

m g# kg- 1 ) led to cerebellar sym p tom s from a behav ioral pharm acology standpoint. The present resu lts suggest the poss ib ility th at novel arsen ic-associated

act ive speciesm ay be a factor underlying th e ox idative and n itrosat ive stress in Pu rk in je cel ls due to exposu re to DPA, and that the dam age may lead to th e

cerebellar sym ptom s.
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1 引言 ( Introduct ion)

二苯氰胂和二苯氯胂等二苯胂化合物作为化

学战剂可以使士兵产生厌战情绪 ( Pearson, 2002) .

二战后,日本遗弃在中国的大量化学武器, 经过 50

多年的变迁,有的已经泄漏, 对中国的人、畜和环境

等构成了严重威胁. 21世纪初期, 在日本国内茨城

县等地发生了由于化学战剂二苯胂化合物降解产

物二苯胂酸 ( d ipheny larsinic acid, DPA )污染地下水

引起的人群中毒事件 ( Ishizak,i 2003) . DPA中毒的

典型症状是小脑功能异常, 同时伴随血流量减少、

运动不协调和复视等神经损害 ( Ish i,i 2004). 但是,

到目前为止有关 DPA致小脑功能异常毒作用机制

尚不清楚.

无机砷作为确定的致人类皮肤癌、膀胱癌和肺

癌的致癌物, 其作用机制至今亦尚不明确 ( IARC,

2004) .但大量动物实验研究表明, 无机砷的主要甲

基化代谢产物二甲基胂酸 ( DMA )通过在代谢过程

中产生的活性代谢产物诱发氧化应激与致癌促进

作用密切相关 ( IARC, 2004) .近来研究报道, 巯基化

合物可以加剧 DPA的毒性 ( Och,i 2004 ), 这说明

DPA的毒性并非其本身引起,而是与 DPA被巯基化

合物还原生成的 3价 DPA有关.

因此,本文利用硫代巴比妥酸反应物 ( TBARS)

法和免疫组织化学方法检测脑组织丙二醛 ( MDA )

和 3-硝基酪氨酸 ( 3-NT )的变化情况, 并通过在体外

合成 3价 DPA的模型化合物二苯胂酸碘 ( DPI) ,用

W estern-blot检测 3-NT的生成情况, 旨在探讨 DPA

导致小脑功能异常的毒作用机制.

2 材料与方法 (M ater ia ls and m ethods)

2. 1 DPA和二苯胂酸碘 ( D ipheny larsinous iodide,

DPI)

根据文献 ( Takahash,i 1952)合成 DPA, DPI由日

本大学药学部赠送.

2. 2 实验动物

5周龄雄性 ICR系小鼠, 体重约 25g, 购于日本

SLC和三共实验室服务有限公司. SPF条件下, 每笼

饲养 2~ 3只,温度为 23e , 湿度为 55% , 自动控制

昼夜各为 12h,自由饮水和摄食.

2. 3 染毒

DPA溶于 0. 05m o l#L
- 1

N aOH并配成 1. 8g#L
- 1

的溶液,然后用 0. 05 m o l# L
- 1

HC l调整 pH至 8. 0.

小鼠一次喂饲 2. 5、5、10和 15 mg# kg
- 1

DPA, 或者

连续喂饲 5 m g# kg
- 1# d

- 1
DPA 35d.

2. 4 硫代巴比妥酸反应物 ( TBARS)法

小鼠一次喂饲 2. 5、5、10和 15 m g# kg
- 1

DPA

24h后处死, 冰上迅速取出大脑和小脑, 并与

1115% KC l制成体积比为 30%的组织匀浆,然后测

量 TBARS( Ohkaw a, 1979)

2. 5 免疫组化

10%福尔马林固定的脑组织经常规脱水和石蜡

包埋后,进行超薄切片厚度 ( 4Lm ), 并常规脱蜡, 苏

木素-伊红 (HE )染色后,光镜观察. 免疫组化用生物

素-酶标链霉亲和素 ( SP )法 ( An, 2004) , 一抗抗

MDA和抗 3-NT修饰蛋白单克隆抗体分别购于日本

油脂株式会社和美国 U pstate公司,其它试剂均购于

日本和光纯药工业株式会社.

2. 6 酶活性测定

SOD和 GSH-Px分析试剂盒购买于日本株式会

社同仁化学研究所.大脑和小脑的组织匀浆于 4e 、

12000 r#m in
- 1
条件下离心 30m in, 上清分别用分光

光度计于 450nm 和 340nm处测量 SOD和 GSH-Px

活性 ( Pag lia, 1967).

2. 7 电泳和W estern b lo t检测 (李龙, 2006)

用 0. 1m o l# L
- 1
磷酸缓冲液 ( pH = 6. 8)将小牛

血清 ( BSA )制备成 50 m g#mL
- 1
溶液,然后分 3组并

分别加入 10Lm o l#L
- 1

DPI、100Lm o l#L
- 1

NO、DPI和

NO的混合液 ( 10Lm o l# L
- 1

DPI+ 100Lm o l# L
- 1

NO).

3-NT-BSA阳性标准是利用 5mm ol# L
- 1
过氧亚硝基

阴离子中加入 0. 1 m o l#L
- 1
或 0. 5 m o l# L

- 1
磷酸缓冲

液 ( pH = 6. 8)制备.

2. 8 统计学处理

数据采用 SPSS 11. 0统计软件进行分析.

3 结果 ( Results)

3. 1 口服 DPA后形态学的改变

小鼠染毒亚慢性剂量 ( 5 m g# kg
- 1# d

- 1
)的 DPA

35d和急性剂量 ( 15 m g# kg
- 1

) DPA 24h后形态学的

改变如图 1所示. 研究发现, 小鼠口服 15 mg# kg
- 1

DPA 24h后没有出现死亡现象. 光镜观察并与对照

组比较发现, 小脑组织唯一的形态学改变是核固

缩,特别是蒲肯野细胞 (图 1) ; 5 m g# kg
- 1# d

- 1
DPA

连续 35d染毒组观察到同样结果,其他器官包括大

脑等未见形态学异常改变.
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图 1 小鼠口服 DPA 24h后小脑 HE染色 ( a.对照; b.单次口服 15 m g# kg- 1 DPA 24h后,箭头为固缩蒲肯野细胞 )

F ig. 1 H em atoxylin-eos in stain ing of cereb ellum in m ice after DPA adm in istrat ion ( a. con tro;l b. 24h after sing le adm in is tration of DPA

( 15 m g# kg- 1 ) . The arrow s ind icate pyknotic Purk in je cells)

3. 2 TBARS结果

分别口服 2. 5、5、10和 15 m g# kg
- 1

DPA 24h

后, 小鼠小脑组织的TBARS升高 (湿重计 ) ,显著高

图 2 小鼠口服不同浓度 ( 2. 5~ 15 m g# kg- 1 ) DPA 24h后小脑组

织 TBARS(* p < 0. 05, n= 6 )

F ig. 2 TBARS incerebel lum ofm ice 24h after DPA adm in istrat ion (*

S ign ifican t d ifference ( p < 0. 05, n= 6) from con trol)

于对照组,并且有随着剂量增加呈上升趋势 (图 2) ,

而大脑等其它器官组织的 TBARS变化不明显.

3. 3 免疫组化结果

与对照组相比, 小鼠连续口服 5 m g# kg
- 1# d

- 1

DPA 35d后,小脑蒲肯野细胞氮化和氧化应激生物

标志物 3-NT和 MDA单克隆抗体染色阳性 (图 3) ,

细胞呈蓝色阳性染色. 3-NT和 MDA阳性细胞数明

显高于对照组 ( p< 0. 05) (表 1) .

表 1 3-NT和 MDA在 DPA染毒小鼠小脑蒲肯野细胞的表达

Tab le 1 Form at ion of 3-NT-adducts in cerebellar Purk in je cells after oral

adm in istration at a dose of 5 m g# kg- 1# d- 1 for 35d

试验组别
阳性染色细胞 /蒲肯野细胞

3-NT MDA

对照组 125 /161( 77. 6% ) 61 /161 ( 37. 9% )

DPA 172 /175( 98. 3% ) * 155 /175 ( 88. 6% ) *

  注: * p < 0. 05, 括号数据为阳性染色细胞百分数

图 3 小鼠口服 5 m g# kg- 1 DPA 35d后小脑组织 3-NT和 MDA分布 ( a. 3-NT染色对照组; b. MDA染色对照组; c. DPA染毒 35d组 3-NT

染色,细胞呈蓝色阳性染色; d. DPA染毒 35 d组 MDA染色;箭头所指为阳性染色蒲肯野细胞 )

Fig. 3 D istribut ion ofm od ified protein-addu cts in cerebellum ofm ice by repeated oral adm in istrat ion of DPA ( 5 m g# kg- 1# d- 1 ) for 35d. ( a.

contro l of 3-NT, b. control ofMDA, c. 3-NT m onoclonal an t ibody-treated cerebellar tissues by repeated oral adm in istration of DPA for 35d,

d. MDA-addu ctm on oclonal an tib ody-t reated cerebel lar t issues by repeated oral adm in istrat ion ofDPA for 35 d. The arrow s in ( c) and ( d)

ind icated positively-strained Purk in je cel ls)

3. 4 抗氧化酶活性测量结果

与对照组相比,小鼠口服 15 mg# kg
- 1

DPA 24h

后, GSH-Px活性显著上升 ( p < 0. 01) , 而 SOD活性

无明显变化 (表 2) .
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表 2 DPA染毒小鼠小脑抗氧化酶活性变化

T able 2  The act ivities of ROS-elim inating en zym es in cereb ellum of

m ice after the adm in istrat ion of DPA

组别 GSH-Px / ( 10- 3U# m g- 1 ) SOD /m g- 1

对照组 6. 2 ? 1. 1 7. 9 ? 0. 6

DPA 10. 4 ? 0. 6* 8. 8 ? 0. 2

  注: * p < 0. 01

3. 5 电泳和W estern blot结果

3价 DPA的模型化合物 DPI与 NO和 BSA在

磷酸缓冲液中反应 1h, 然后进行电泳和 WEST b lot

分析 (图 4) .由图 4可知, 小牛血清中加入 DPI+ NO

组与 3-NT单克隆抗体反应,同阳性对照 ( ONOO
-

)

一样形成 3-NT带.

图 4 DPI与 NO在 BSA中生成 3-NT

F ig. 4  D eterm in at ion of n itrating tyrosine residues in BSA reacted

w ith DPI and n itric oxide

4 讨论 (D iscussion)

小鼠染毒亚慢性剂量 ( 5 m g# kg
- 1

)和急性剂量

( 15 m g# kg
- 1

) DPA的光镜观察与对照组比较发现,

小脑组织唯一的形态学改变是蒲肯野细胞核固缩

(图 1b), 因此, DPA导致的小脑损伤综合症很可能

与蒲肯野细胞受损有关.

无机砷的毒性和致癌作用机制研究表明,氧化

应激在砷毒性作用过程中起着十分重要的作用.因

此,本研究也将注意力集中在 DPA诱发氧化应激.

口服不同 ( 2. 5、5、10和 15 m g# kg
- 1

) DPA 24h后,

TBARS法测定小鼠小脑组织的脂质过氧化物显著

高于对照组, 并且随着剂量加大而呈上升的趋势

(图 2 ) .脑组织是脂质过氧化的靶器官,而 DPA具

有亲脂性,并且在富含巯基的脑组织中易于被还原

为 3价 DPA.另一方面, 平行纤维、神经胶质细胞和

神经元细胞等脑皮质富含一氧化氮合酶 ( nNOS)

(V incen,t 1992) , NO作为神经传递介质将神经信号

由平行纤维传到蒲肯野细胞, 同时, 蒲肯野细胞周

围聚集了大量 NO. 小鼠小脑蒲肯野细胞氮化和氧

化应激生物标志物 3-NT和 MDA阳性细胞数明显

高于对照组 (表 1) .这些都表明暴露于 DPA后引起

的小脑功能异常与氧化应激有着十分密切的关系.

诱发氧化应激的原因之一是活性氧 ( ROS)的

参与,口服 DPA后体内消除 ROS的抗氧化酶 GSH-

Px活性显著上升 ( p< 0. 01) , 而 SOD活性无明显变

化 (表 2) ,表明小脑组织中 TBARS升高可能与脂质

过氧化有关,而非过氧化氢.

一般认为,氮化应激生物标志物 3-NT的形成与

NO和 O
-
2 反应形成过氧亚硝基阴离子 ( ONOO

-
)密

切相关 (K obzik, 1996). 最近, Och i等 ( 2004)报道指

出, DPA与 GSH反应生成的化学物质具有更强的细

胞毒性和遗传毒性, 虽然具体物质尚未确认, 但很

有可能是 DPA被还原形成的 3价 DPA. 在 DPA与

巯基化合物反应产生 3价 DPA时, 可能有 1个电子

与 O2反应产生 O
-
2 .然而, 通过细胞色素 C方法, 体

外检测了 3价 DPA的模型化合物 DPI在有氧条件

下没有 O
-
2 生成. 因此, 小鼠口服 DPA后在小脑蒲

肯野细胞生成的 3-NT很有可能不依赖于 ONOO
-
,

而是通过新的机制形成. 3价 DPA和 NO在有氧的

条件下,可能通过形成化学活性类似于 ONOO
-
的活

性物质而生成 3-NT (图 5) . 如图 5所示, 3价 DPA

与氧分子在 NO存在条件下可能生成 ONOO
-
的衍

生物砷相关的活性物质 I( active species( I) ) , 然后

与酪氨酸反应最终形成 3-NT. 由于到目前为止

ONOO
-
是可能形成 3-NT 的唯一物质 ( E iserich,

1998) ,那么图 5中的砷相关活性物质 I非常值得关

注.并且, 口服 DPA在小鼠小脑诱发氧化应激很有

可能是由于砷相关活性物质 I.

NO是小脑中重要的细胞间和细胞内神经调节

和血液循环调节的分子信使 (M oncada, 1991), 大量

关于小脑功能的研究表明, NO从平行纤维突出向

蒲肯野细胞弥散对于行为认知非常重要 ( Lev-Ram,

2002). 大鼠和灵长类大脑富含 nNOS( Bred,t 1990) ,

小鼠小脑皮质同样有大量 nNOS ( Gott,i 2005 ). NO

的合成涉及神经活动的传递机制和提高小脑血流

速度 ( AkgÊ ren, 1994) ,在衰老大鼠小脑的蒲肯野细

胞同样有 3-NT形成 ( Chung, 2002) , 由此可见, 由于

年龄导致的认知平衡和行为技能的丢失与小脑的

氧化应激有关 ( Forster, 1996) . 因此, 可以推测伴随

小脑血量减少的小脑功能异常可能与 NO减少有

关.本实验研究结果表明, 口服 DPA导致小脑功能

异常与砷相关活性物质 I在蒲肯野细胞诱发氧化和

氮化应激有关,同时,与砷相关活性物质 I生成而导
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致的 NO减少也有关.

图 5 3价 DPA和 NO在有氧条件下与酪氨酸反应生成 3-NT的可能机制

F ig. 5 Poss ib le production m echan ism s of 3-NT p roduced by react ion of tyrosine w ith diph enylars inou s acid and NO in the presence of

m olecu lar oxygen

5 结论 ( Conclusions)

1)口服 DPA导致小脑功能异常与 DPA代谢过

程中在蒲肯野细胞诱发氧化和氮化应激密切相关.

2) DPA代谢过程中生成的砷相关活性物质 I诱

发氧化、氮化应激值得重视.

3)口服 DPA导致小脑功能异常与砷相关活性

物质 I生成而导致的 NO减少有关.
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