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　　摘　要　以神经微丝及红细胞膜为模型 , 选用 SD雄性大鼠整体染毒 2个月。从脊髓分离神经微丝 ,

超速离心法分离红细胞膜 , 用变性聚丙烯酰胺电泳技术及薄层扫描技术观察 CS2所致该两种结构的改

变。结果表明: 染毒大鼠神经微丝亚单位含量减少 ;红细胞膜电泳图谱薄层扫描分析有异常区带形成 ,推

测该异常区带可能为红细胞膜收缩蛋白α、β亚单位发生共价交联所形成的异质二聚体 ,且其含量与 CS2

接触浓度有关。提示 CS2所致的蛋白质共价交联可能是其病理及行为改变的基础。
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Abstract　 In this study , the deg radation of neur ofilament pro tein and modifica tion on ery thro cyte

spect rin w as demonst rated in CS2-t reated ra ts a t an exposur e lev el o f 1 200, 2 400mg /m3 by inhala tion

fo r tw o months. Spinal cords w ere removed f rom bo th CS2-tr ea ted and non-tr eated rats and N F-riched

cyto skeletal pro tein f rom spinal cords w as prepared. A singnificant decr ea se was found in two subunit

( 200 and 70KDa) o f neur ofilament by quantitativ e assessm ent o f cyto skeletal pro tein using Dua l-wave-

leng th TLC scanne r. The er yth rocy tic m em brane w as sepa ra ted by ultra-centri fuga tion. Cova lent

cro sslinking of er ythr ocy te spectin w as determined by SDS-PAGE and TLC scanner. An abnormal high-

mo lecula r-weight band w as found in CS2-trea ted animals and a do se-effect relationship was observ ed be-

tw een th e content of abnormal st ruc ture and CS2 exposure lev el. It is suggested tha t the covalent cr oss-

linking o f pro teins has been consider ed a s a po tential mechanism fo r toxicity of ca rbon disulfide.
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　　二硫化碳 ( CS2 )的研究可以说代表着神经

性毒物的研究史。但迄今对其神经毒作用机理

尚不十分清楚〔1〕。近年研究认为不同有机溶剂

神经毒物的结构虽有一些差异 , 但其发病机理

可能存在着某些共同通道 ( common pathw ay )。

最近 Duke大学研究者
〔2〕发现 CS2与正己烷这

两种结构完全不同的化合物 , 其病理和临床表

现却极为相似 , 并在体内外研究证实 , 两种化

合物均可引起蛋白质的共价交联 ( cov alent

cross-linking ) ,为从分子水平探讨 CS2的神经
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毒作用的机理提供了新的途径。本研究以此为

基础 , 探讨 CS2所导致的神经微丝 ( neurofi la-

ment) 及红细胞膜骨架蛋白的异常。

1　材料与方法

1. 1　实验动物与染毒途径

选用 SD雄性大鼠 ,初始体重 100～ 120克 ,

由上海医科大学放射医学研究所提供。按体重

随机分成 3组 , 每组 4～ 5只。剂量设计为 0、 1

200、 2 400mg /m
3。采用简式动式染毒装置。每

天染毒 4小时 , 每周 5天 , 共染毒 2个月。

1. 2　试剂与仪器

丙烯酰胺 , 日本进口分装 ; N, N′-亚甲双

叉丙烯酰胺 , 日本进口分装 ; 十二烷基磺酸钠
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( SDS) , P. T Po lekao进口分装 ; N , N, N′N′-

四甲基乙二胺 ( TEMED) , E. Ma rck, Darm-

stadt; 过硫酸胺 , 中国爱建试剂厂 ; 二硫苏糖

醇 ( DTT) ,进口分装 (华美生物工程公司 ) ; 甘

氨酸 , 上海康达氨基酸厂出品 ; 苯甲基磺酰氟

( PM SF) , 进口分装 (华美生物工程公司 )。

仪器主要有 DYY-Ⅲ 5型稳压稳流电泳仪、

V 16夹心式垂直电泳槽和双波长 CS-900薄层扫

描仪 ( Dual-w ave Leng th TLC scanner)。

1. 3　神经微丝分离〔 3〕

动物断头处死后 , 参照 de Sousa and Hor-

rocks的方法分离脊髓
〔 4〕 ,加入 10ml 50mmol /L

Tris-HCl缓冲液 ( pH 6. 8) , 内含 2mmol /L

EDTA, 2mmol /L PM SF, 0. 5% (v /v ) Tri ton

X-100, 制成匀浆 , 13 000g离心 15分钟 , 吸去

上清液 , 沉淀中加入含 0. 9mol /L蔗糖的同样

缓冲液 , 如前离心 , 去除飘浮层及上清液 , 剩

余沉淀主要为神经微丝 ,悬浮于 0. 1mol /L磷酸

盐缓冲液中 , 待分析。

1. 4　红细胞膜分离〔 5〕

大鼠断头处死后 ,取肝素抗凝血液 ,加入3倍

预冷的 50mmo l /L Tris-HCl生理盐水等渗缓冲

液 , 4℃ 3 000转 /分离心20分钟 ,吸去血浆及红细

胞表面的绒毛状沉淀层 , 重复 3次。在洗净的红细

胞中 , 按 1 40体积加入预冷的 10mmol /L

( pH7. 4) 低渗 Tris-HCl缓冲液 , 边加边缓慢搅

拌 , 置4℃冰箱 1～ 2小时 , 然后 4℃ , 9 000转 /分

离心 20分钟 , 使红细胞膜沉淀 , 重复洗涤 , 离心

3～ 5次 , 最后获得乳白色的红细胞膜样品。

1. 5　变性聚丙酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE)

采用不连续变性聚丙烯酰胺凝胶电泳〔 6〕分

离蛋白质。神经微丝及红细胞膜电泳分离胶浓

度分别为 7%和 5% , 浓缩胶浓度均为 3%。电极

缓冲液为 Tris-甘氨酸电泳缓冲液 (含有

25mmol /L Tris, 250mmo l /L甘氨酸 )。调整样

本蛋白质含量适宜 (约 1mg /ml) 后 , 将样本置

于凝胶加样液 ( 50mmol /L Tris-HCl, pH= 6. 8

缓冲液 , 内含 100mmo l /L DTT, 2% SDS,

0. 1%溴酚兰 , 10%甘油 )中 , 在 100℃加热 3分

钟 , 以使蛋白质变性 , 按预定程序加样 , 每样

品约加 30μl, 采用稳压电泳 ( 15V /cm ) , 电泳 4

～ 6小时 , 考马斯亮蓝染色观察。

1. 6　定量

将脱色后的凝胶 , 用薄层扫描仪定量 , 并

以蛋白含量作校正。神经微丝亚单位含量以染

毒组占对照组的百分比表示。红细胞膜收缩蛋

白的共价交联结构含量用异质二聚体占单体的

百分比表示。

2　结果

2. 1　神经微丝

2. 1. 1　染毒大鼠脊髓重量及细胞骨架蛋白含

量　由表 1可见 , 染毒大鼠的体重有所下降 , 但

未达到显著性水平 ; 脊髓重量明显下降 , 自 1

200mg /m
3
组达到显著性差异 ;每克脊髓的神经

微丝蛋白含量〔 7〕有所增加 , 与对照组相比差异

未达到显著性。
表 1　 CS2染毒大鼠脊髓重量及神经微丝细胞骨架蛋白含量

染毒浓度 ( mg /m3) n 体重 ( g) 脊髓重量 ( g) 蛋白含量 ( mg /g脊髓 )

　 0 4 305. 0± 14. 1 0. 650± 0. 129 12. 670± 2. 223

1 200 5 311. 4± 13. 8 0. 514± 0. 048* 12. 439± 2. 206

2 400 4 286. 3± 21. 4 0. 487± 0. 043* 15. 799± 1. 731

　F 2. 69 4. 82 3. 39

P值 0. 1160 0. 0343 0. 0753

2. 1. 2　电泳图谱　神经微丝由 3种不同相对分

子质量的蛋白质组成 , 分别为 200 000、

150 000及 70 000Da。分离的神经微丝电泳图谱

见图 1。
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图 1　分离的神经微丝电泳图谱

2. 1. 3　定量分析　对电泳图谱进行薄层扫描

半定量分析。由表 2可见 , 染毒组神经微丝三种

亚单位的含量均减少 , 在低相对分子质量与高

相对分子质量亚单位达到显著性差异。

2. 2　染毒大鼠红细胞膜结构改变

2. 2. 1　电泳图谱　正常红细胞膜在变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳图谱上 , 相对分子质量最高区

带为收缩蛋白 α、β亚单位 (相对分子质量分别

为 240 000和 220 000)。

2. 2. 2　定量评价　图 2为对照组和染毒组大

鼠电泳凝胶的薄层扫描图谱 ; 正常组出峰时间

在 0. 93、 1. 13处 , 类似于染毒组出峰时间的

0. 91、 1. 15处所出现的波谱 , 并对应于前述的

电泳图谱中的α、 β亚单位 ; 染毒组大鼠在 0. 39

表 2　接触 CS2对神经微丝亚单位的影响

浓度 ( mg /m3) n NFL N FM N FH

0 4 100. 00± 7. 10 100. 00± 25. 26 100. 00± 13. 92

1 200 5 65. 69± 7. 91* 77. 11± 24. 44 73. 27± 11. 67*

2 400 4 58. 10± 26. 26* 52. 27± 38. 44 46. 33± 20. 92*

F 8. 21 2. 61 11. 80

P值 0. 0078 0. 1226 0. 0023

图 2　红细胞膜凝胶电泳的薄层扫描图谱

处则出现异常波谱 , 其电泳距离小于α、 β亚单

位 , 说明该产物相对分子质量较大 , 迁移速度

慢 , 推测为α、 β亚单位分子内或分子间共价交

联所形成的二聚体〔 8〕 ;随着 CS2浓度的增加 ,二

聚体的含量亦增高 (图 3)。

图 3　 CS2染毒大鼠红细胞膜异常二聚体含量 (以占单

体的百分比表示 )

3　讨论

神经微丝 ( N F)是神经元的骨架蛋白 ,由低、

中、高 3种相对分子质量的亚单位组成。相对分子

质量为 70 000的蛋白质构成其中心 ,其他两种相
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对分子质量的蛋白质呈螺旋状环绕这一中心。

N F与微管等构成光镜下用重金属染色可见的

神经原纤维 ,其主要作用是与物质运输和维持细

胞的结构有关。CS2慢性中毒中最常见的改变是

终末端感觉运动神经病变
〔9〕

,在实验动物中可见

以外周和中枢的长轴突为主的神经纤维轴突末

端肿胀。本研究中神经微丝电泳图谱发现染毒动

物的 N F亚单位减少 ,推测可能是 CS2或其代谢

产物与 N F亚单位结合形成分子内或分子间的

共价交联结构所致〔2〕。

红细胞是人体内结构最为简单的细胞 , 取

材方便 , 常被用于研究药物或毒物的膜结构模

型。Korpela
〔10〕认为红细胞内外侧膜与神经细

胞内外侧胞突膜对于毒物的反应相似。在研究

有机溶剂对神经细胞的作用时 , 完全可用红细

胞代替 , 红细胞在一定程度上可视为神经细胞

的平行标志物。收缩蛋白 ( Spectrin) 是红细胞

骨架蛋白的主要组成成分 ,由α、β亚单位组成 ,

相对分子质量分别为 240 000、 220 000,正常状

态下这两条肽链平行地互相缠绕在一起 , 在

SDS-PAGE电泳图谱上为两条相对分子质量

最高的区带。CS2可引起红细胞膜收缩蛋白的结

构发生改变 , 在电泳图谱上表现为高分子的异

常区带。Valentine
〔8〕研究证实该异常区带相对

分 子 质 量 约 为 420 000, 肽 谱 ( Peptide

mapping ) 分析发现这种结构为红细胞膜收缩

蛋白α和 β亚单位发生共价交联所形成的异质

二聚体。蛋白质结构的共价交联学说不仅限于

CS2中毒〔11, 12〕 ,在其他神经毒物中也有报道 ,如

正己烷、丙烯酰胺等。目前这种学说尚处于初始

阶段 , 许多问题还未解决 , 如: 神经微丝的共

价交联如何导致神经肿胀、 变性 ; 尽管交联结

构已被检出 , 但这种结构如何影响正常生理功

能 ;与其他已有的发病机理间有何联系等。红细

胞膜的共价交联结构能否在人体中检测出来 ,

是否可作为人群接触的敏感标志物等 , 均有待

以后进一步探索。

综上所述 , CS2引起蛋白质的交联学说 ,为

探讨 CS2神经毒性提供新的可能的机理及分子

水平标志物。
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