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　　摘要:目的　研究孕鼠染锰对其子代脑黑质中神经元特异性烯醇化酶 (NSE)的影响。方法　将已受孕大鼠随机分

为3 组 , 在妊娠的第 1～ 15 d , 隔日1 次腹腔内注射氯化锰 , 剂量分别为 0、 7.5、 15 mg/kg , 然后运用免疫组化法检测其

21 日龄仔鼠脑黑质和尾壳核的 NSE , 并用图像分析仪定量分析。结果　实验各组仔鼠脑黑质和尾壳核中 NSE 阳性神经

元的平均吸光度 、 积分吸光度均明显低于对照组 (P<0.01 , P<0.05)。结论　大鼠孕期染锰 , 可导致子代脑黑质 NSE

阳性神经元减少 , 引起中枢神经发育障碍。
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Abstract:Objective To study the effect of exposure to manganese in pregnant rats on the neuron specific enolase (NSE) in the

substantia nigra of their offsprings.Method Pregnant rats were randomly divided into three groups , receiving intraperitoneal injections of

manganese chloride (MnCl2)0 , 7.5 mg/kg and 15mg/kg , respectively , every other day for 8 times , and then NSE in the substantia

nigra and caudate putamen nucleus was detected by immunohistochemistry method for their 21-day-old filial rats , and quantified by image

analysis system.Result Average optical density and integral optical density of the NSE positive neuron in the substantia nigra and caudate

putamen nucleus of 21-day-old filial rats in varied experimental groups (P <0.01 , P <0.05) decreased significantly , as compared

with those in control group.Conclusion Exposure to manganese in pregnant rats could result in reduction of NSE positive neuron in the

substantia nigra of their filial rats , suggesting manganese could cause impairment of central nervous system development in rats.
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　　锰对中枢神经系统的损害以锥体外系为主 , 主要

累及中脑黑质和纹状体等基底神经节[ 1] 。锰还具有生

殖毒性 , 女性在孕期接触锰 , 能通过胎盘屏障转运至

胚胎以及通过乳汁分泌影响后代 , 对其子代的生长发

育产生有害影响[ 2 , 3] 。神经元特异性烯醇化酶

(neuron specific enolase , NSE)是脑内糖酵解过程中的

一个关键酶 , 它催化α-磷酸甘油酸转化为磷酸烯醇式

丙酮酸 , 分布于已分化成熟的神经细胞中 , NSE是神

经细胞分化成熟的标志[ 4] , 能够准确地预示神经元损

伤[ 5] 。本研究通过对妊娠母鼠腹腔注射锰 , 观察锰对

仔鼠脑组织黑质和尾壳核中 NSE活性的影响 , 旨在

探讨孕期接触锰对子代中枢神经毒作用机制 , 为制订

接触锰的女工劳动保护措施提供参考依据。

1　材料与方法

1.1　动物与分组

收稿日期:2005-02-02;修回日期:2005-04-10

基金项目:武汉市科委晨光计划 (20005004045)

作者简介:张本延 (1948—), 男 , 教授 , 主要从事神经毒理学研

究。

选用 3 月龄健康 SD 大鼠共 66 只 , 体重 (234±17)

g , 由上海西普尔-必凯实验动物中心提供 , 其中雄鼠

33只 , 未曾受孕过的雌鼠 33 只。受试物:氯化锰

(MnCl2·4H2O), 分析纯 , 由上海化学试剂供应站提

供。将氯化锰配成氯化锰生理盐水溶液 , 消毒备用。

选用上述大鼠 , 雌雄按 1∶1比例同笼 , 次日早晨检查

雌鼠阴道涂片 , 发现精子之日定为妊娠 0天。孕鼠随

机分为对照组 (0 mg/kg)、 染毒 7.5 mg/kg 组和 15

mg/kg组 , 每组7 ～ 14只。染锰组自妊娠第 1 ～ 15 d ,

隔日 1 次腹腔注射氯化锰生理盐水溶液 , 共注射 8

次 , 对照组隔日 1次腹腔注射生理盐水。任其自然分

娩。

1.2　脑组织的灌注固定和切片

21 d仔鼠经过 40 mg/kg 戊巴比妥钠溶液腹腔注

射麻醉后 , 用 18号针从左心房至主动脉经左心室升

主动脉插管 , 剪开右心耳同时快速推注 37 ℃150 ml

生理盐水 , 然后滴注 4 ℃的固定液 (pH7.4 , 质量浓

度为 4%的多聚甲醛)500 ml。调节滴速 , 先快后慢 ,

持续约 1.5 h。将修整好的 、已剔除脑膜的脑组织放
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入4%多聚甲醛固定液中 4 ℃固定 4 h , 然后转至

20%蔗糖 PB 液 过 夜 , 直 至 组 织 块 下 沉 。用

0.01 mol/L PBS稍作冲洗 , 在-20 ℃低温切片机里作

连续冠状切片 , 切片厚 30 μm , 用甲苯胺蓝液显色定

位。用PBS 接片 , 贴于铬明矾胶玻片 , 冷气吹干。

1.3　冰冻切片免疫组化

用免疫组织化学SP 法染色。(1)用体积分数为

0.3%H2O2和体积分数为0.1%甲醇的 PBS , 室温下灭

活内源性过氧化物酶 30 min;(2)正常羊血清(1∶50)

37 ℃封闭 1 h;(3)NSE鼠抗 (1∶70)(北京中山)4

℃反应24 h;(4)生物素化的羊抗鼠 IgG 4 ℃反应 30

min;(5)过氧化物酶标记的链霉卵白素 (北京中山)

4 ℃反应 30 min; (6)浓度为 0.05%的联苯二胺

(DAB)体积分数为 0.01%的 H2O2 显色 15 min;(7)

PBS 终止显色后 , 常规脱水 , 透明 , 封片。每个步骤

后都用PBS漂洗 5 min×3;特异性对照采用PBS 替代

一抗 , 其余步骤相同 。

1.4　显微照相 、图像分析及统计分析

1.4.1　照相　使用美国 Pixera Penguin 150CL 荧光显

微数码专用相机选择脑黑质 , 低倍选择 2倍照相 , 高

倍选择20倍照相。

1.4.2　图像分析及统计分析　采用高清晰度彩色医

学图文分析系统 HMIAS-2000 , 对免疫组化反应的切

片进行图像分析 。所有切片放大倍数均为 20倍。每

只动物取 2张切片 , 对脑黑质进行分析。每个部位取

2个视野 , 分别测定平均吸光度 、 积分吸光度 。以平

均吸光度和积分吸光度值评价其活性变化。此外 , 还

以相同方法和步骤对脑尾壳核的NSE进行观察 。

1.5　数据分析

全部数据用 Excel建表 , 采用 SAS 软件在 PC 机

上进行资料分析 。

2　结果

NSE存在于神经细胞及神经节细胞胞浆内 , 正常

胶质细胞不被染色 。观察各组仔鼠脑黑质 NSE 阳性

神经元 , 阳性细胞胞浆呈淡棕黄色至深棕黄色 , 胞核

不着色 。对照组胞浆染色较深 , 胞体较大 , 数量较

多 , 有的浓密聚集成团 , 随着染锰剂量增加 , 其胞体

变小 , 数量减少 , 分散疏松 , 胞浆染色变浅 。在脑尾

壳核观察到的 NSE 阳性神经元的形态和颜色等基本

与黑质所观察到的相同 。所有阴性对照实验均呈阴

性。

2.1　锰对仔鼠脑黑质NSE的影响

如表 1所示 , 平均吸光度染毒 7.5 mg/kg 组 、 15

mg/kg组与对照组比较 , 下降趋势明显 , 差异均有显

著性 (P<0.05);15 mg/kg 组和 7.5 mg/kg 组之间差

异尚无显著性 (P >0.05)。积分吸光度 , 各染毒组

与对照组之间 , 染毒 15 mg/kg组和 7.5 mg/kg 组之间

比较 , 均明显下降 , 差异均有显著性 (P <0.01)。

2.2　锰对仔鼠脑尾壳核 NSE的影响

表1显示 , 无论是平均吸光度 , 还是积分吸光

度 , 染毒15 mg/kg 组与对照组比较差异均有显著性

(P<0.01);7.5 mg/kg组也低于对照组 (P <0.05);

而染毒15 mg/kg 组与 7.5 mg/kg 组之间比较 , 虽有下

降趋势 , 但差异尚无显著意义 (P>0.05)。
表 1　大鼠孕期染锰对 21 日龄仔鼠脑黑质和脑尾壳核 NSE的影响 (x±s , n=16)

组别
脑黑质 脑尾壳核

平均吸光度 积分吸光度 平均吸光度 积分吸光度

对照组 0.277 5±0.042 3 19.858 1±2.110 2 0.316 3±0.046 8 15.383 1±2.534 1

染毒 7.5mg/ kg 组 0.236 0±0.036 5＊ 12.081 3±2.104 0＊＊ 0.278 6±0.034 9＊ 8.857 2±1.263 6＊

染毒 15mg/ kg组 0.220 5±0.028 9＊ 6.306 4±0.082 5＊＊△ 0.177 6±0.023 5＊＊ 7.949 5±1.025 3＊＊

　　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与染毒 7.5mg/kg 组比较, △P<0.01

3　讨论

锰是一种神经毒物 , 过量的锰进入机体可引起广

泛的病理损伤 , 透过血脑屏障沉积于脑部 , 产生相应

的神经系统受损症状
[ 6 ,7]
。锰不仅具有神经毒性 , 而

且具有生殖毒性 。长期以来 , 人们对锰的毒性作用进

行了多途径 、多方面的研究 , 但对其毒作用机制至今

仍不十分清楚。

烯醇化酶是细胞能量代谢活动过程中参与糖酵解

过程的关键酶 , 以二聚体形式存在 , 由α、 β 、 γ3种

亚基组成αα、 ββ 、 γγ、 αβ 、αγ5种同工酶 , 它们的特

性与分布有所不同 , αα型同工酶组成非神经特异性

烯醇化酶 (NNE), 主要分布于神经胶质细胞与神经

母细胞中 , αγ型同工酶主要分布于神经内分泌细胞

内 , γγ型同工酶组成 NSE , 分布于已分化成熟的神

经细胞中 , 神经母细胞分化为成熟的神经细胞后 , 烯

醇化酶也由非神经元特异性 (αα, NNE)转变为神经

元特异性烯醇化酶 (γγ, NSE)。在神经系统发育的

过程中 , NNE 细胞型的数目逐渐减少 , 免疫组织化
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学研究表明 , NSE阳性细胞随发育成熟而逐渐增加 ,

因此可作为神经元发育成熟的标志物。

脑的发育有相当一部分是在出生前 , 即胚胎时期

至出生后婴儿期 , 脑的正常复杂结构的功能取决于其

发育过程中诸事件的有顺序出现 , 若其中任一过程发

生障碍 , 均将导致某些结构的功能丧失 。胚胎期至婴

儿期正是脑组织细胞生长 、增殖 、 迁移 、发育的极关

键时期。发育中的脑未成熟的内皮细胞不能阻止重金

属进入脑组织 , 此时的脑组织比成年脑对重金属毒性

更为敏感[ 9] 。动物实验表明 , 母鼠孕期染锰 , 锰主要

在其仔鼠脑黑质等部位蓄积
[ 10]
, 过量蓄积的锰可能

破坏锥体外系黑色素神经元的保护屏障 , 从而对其产

生损害。现有研究表明 , 锰通过损伤线粒体引起能量

代谢障碍而导致神经细胞退行性变性
[ 1]
。至于损伤线

粒体引起能量代谢障碍的机制 , 尚未见到报道。本次

研究观察到母鼠染锰后其 21日龄仔鼠脑黑质 NSE阳

性神经元减少。由于 NSE 与能量供应有密切关系 ,

推测可能锰影响 NSE 的合成 , 从而影响到能量代谢

供应 , 进而影响神经细胞的发育 , 其详细机制尚待进

一步探讨 。由于脑组织具有细胞增殖的 “一次性完

成” 的特点 , 已分化的神经细胞如受到致命损伤 , 意

味着细胞的生命也会就此结束。大鼠出生后 21 d内 ,

正是其脑发育的关键时期 , 这可以解释智力发育受损

与这些部位在临界期发育受损的关系。付承红等也证

实父母职业接触锰可以影响到子女智力的发育
[ 11]
。

锰对黑质中 NSE 合成的影响 , 也许是孕期接触锰导

致其子代智力改变的途径之一 。

本实验选用了 NSE 作为指标 , 采用免疫组化方

法 , 对比观察了母鼠孕期染锰对其仔鼠神经细胞发育

的影响 , 确定受影响的神经细胞的部位 。实验结果表

明 , 实验组 21日龄仔鼠大脑 NSE阳性细胞发育较对

照组落后 , NSE免疫阳性产物较少 , 这种差异在黑质

和尾壳核都比较明显 。黑质是中脑最大的核团 , 是锥

体外系的重要组成部分之一 , 位于中脑被盖和大脑脚

底之间 , 它占据中脑全长并伸入间脑尾部;细胞大部

含有黑色素 , 黑色素对中枢神经细胞具有保护作用。

尾壳核位于基底神经节 , 由尾状核和壳核组成 , 它与

黑质都是基底神经核运动环路的重要组成部分。其中

的多巴胺通路具有调节运动环路的直接环路和间接环

路的作用 , 维持锥体外系的功能 , 对随意运动的控制

及信息处理起着重要的作用。我们曾发现 , 母鼠孕期

染锰后影响其子代新生鼠脑黑质 TH.mRNA 阳性神经

元的生长发育[ 8] , 可使多巴胺的合成出现障碍;现在

又观察到母鼠孕期染锰 , 可影响其仔鼠脑黑质中NSE

神经元的生长发育 。锰是同时影响 TH 神经元和NSE

神经元的发育 , 还是先影响其中一种神经元的发育 ,

继而影响另一种神经元的发育 , 有待进一步研究 。
(本研究得到我校组织与胚胎学教研室杨逢春等老师的大力支持 ,

特此致谢 !)
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