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　　摘要:目的　探讨牛磺酸锌 (TZC)拮抗汞对神经系统的损害作用。 方法　选用健康Wistar 大鼠 64 只随机分为 4

组 , 对照组 、 染汞组 、 汞+低 TZC 组 、 汞+高 TZC 组 , 采用 Y迷宫和 NADPH-黄递酶 (NADPH-d)组化 , 观察了饮用

4.3 mg/ (kg·d)氯化汞 (HgCl2)水溶液和不同浓度 (0.23、 0.46 g/ L)TZC 的大鼠学习记忆能力和皮层一氧化氮合酶

(NOS)活性的变化。结果　汞可导致大鼠学习记忆能力下降和皮层 NADPH 阳性神经元增加 (P<0.05), 不同浓度的

TZC 均可缓解汞致大鼠学习记忆能力下降和皮层 NADPH 阳性神经元增加 (P<0.05), 其中汞+高 TZC 组的保护作用最

显著。结论　TZC 在一定程度上能拮抗汞对神经系统毒性作用。
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Effect of taurine-zinc compounds on learning memory and cortex

NADPH-d positive neurons in chronically mercury-exposed rats
ZHAO Wen-tao1 , LI Ji-sheng2 , ZHU Jian-zhong1 , WANG Yan1 , LIU Jian-hui1 , WANG Guo-ming1 , LIU Ji1 ,

XU Yun2 , WANG Zhong1 , CHEN Shu-jun1

(1.Department of Anatomy and Histology , Cangzhou Medical College , Cangzhou 061001 , China;2.Military Preventive

Medicine Institute , Chinese Peoples Armed Police Force Medical College , Tianjin 300162 , China)

Abstract:Objective To study the effect of taurine-zinc compounds (TZC) on resisting the impairment of cerebral cortex caused by

mercury (Hg).Method Sixty four Wistar healthy rats were divided into 4 groups:control group , Hg group , Hg+low TZC (0.23 g/

L) and Hg+high TZC (0.46 g/ L).The learning memory ability was examined with Y maze test , the NOS activity in cerebral cortex

was measured with NADPH-diaphorase (NADPH-d) histochemistry method.Result It was shown that mercury might induce learning

memory ability reducing and cortex NADPH-d positive neurons increasing , and the supplement of zinc could mitigate the damage of

learning memory ability and reducing NOS activity induced by mercury , especially the higher dose of TZC.Conclusion TZC might resist

some toxic effect of mercury on nervous system in rats.
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　　汞 (Mercury , Hg)是一种可引发机体不可逆性损伤的高

毒性重金属元素。大量研究结果显示 , 汞可影响到脑组织的

生长发育 、 生殖细胞的损伤 、 细胞的凋亡 、 生物膜的损伤以

及神经递质的改变等。本实验利用行为学和组织化学实验方

法研究 Hg 对大鼠学习记忆和皮层 NADPH-d 阳性神经元数量

的影响 , 以及牛磺酸锌对汞染毒的保护作用 , 为揭示 Hg对中

枢神经系统的损害机制及其防治提供一定的实验依据 , 为开

发合理有效的防汞药物提供重要依据。

1　材料与方法

1.1　材料

选用刚断乳健康Wistar大鼠64 只 ,雄性 ,由天津市实验动物

中心提供。随机分为 4组 ,每组 16只 ,分别饲养在 16个鼠箱中,

秤量每只大鼠体重, 根据每个染汞鼠箱中大鼠总体重按照以下

要求给予不同剂量氯化汞饮水 , 单蒸水和 TZC 溶液不限量自由

饮水 ,即对照组[ 饮用单蒸水 ,普通饲料] 、染汞组[ 饮用 4.3 mg/

(kg·d)氯化汞水溶液 ,不足饮水由单蒸水补充 , 普通饲料] 、汞+

低TZC组[ 饮用 4.3 mg/(kg·d)氯化汞水溶液后再饮用含0.23 g/ L

TZC 水溶液 ,普通饲料] 、汞+高 TZC 组[饮用 4.3 mg/(kg·d)氯化

汞水溶液后再饮用含 0.46 g/ L TZC 水溶液, 普通饲料] , 第 20 天

同时进行行为学实验和 NADPH-d 组化实验。

含汞饮用水由氯化汞 (分析纯 , 姜堰市环球试剂厂)及

生理盐水配制而成 , 浓度 0.08 g/ L;TZC 由南开大学有机化学

所提供;多聚甲醛 (上海溶剂厂);NADPH-11 (Sigma 公司);

氯化硝基四氮唑蓝 (NBT)(Sigma公司);普通饲料由天津市

军粮城动物饲料加工厂加工制成。

1.2　方法

1.2.1　行为学测试　随机从每组各取大鼠8只 , 进行行为学

测试。根据大鼠既怕光刺激又怕电刺激的本性 , 采用 MG3 型

Y型迷宫 (购自张家港市生物医学仪器厂), 迷宫分为 3 臂 ,

臂与臂之间角度为 120°。在每只臂内 , 有光刺激时无电刺激 ,

无光刺激时有电刺激 , 迷宫实验时 , 3 臂中 2 臂有电刺激而无

光刺激 , 1 臂有光刺激而无电刺激。将动物放入迷宫的 1 臂

·284· 中国工业医学杂志　2006年 10月第 19卷第 5期　　Chinese J Ind Med　Oct 2006 , Vol.19 No.5　　



(有光 、 无电)适应 60 s 后切换光源 (无光源的两臂及三臂连

接处有电), 待动物进入有光无电处后开始记时 , 30 s 时切换

光源。如此进行切换20 次。每次切换光源都使动物学习 1次 ,

每天每只动物最多学习20次 , 第 20次切换后待动物进入有光

无电处后适应 30 s 将动物取出。每只动物连续 9 次从无光有

电处直接进入有光无电处为学会 , 第 1 天学不会者第 2 天继

续学习 , 直至学会。按学会前训练次数表示学习功能。

利用绘制散点图的方法将学会次数过大及过小值舍去后

进行统计学分析。数据中存在的变异值用绘制散点图的方法

将其舍去 , 保留剩余数据输入 SPSS11.0 统计软件 , 进行单因

素方差分析 (P=0.05 为检验水准)。

1.2.2　NADPH-d组化实验　剩余大鼠 0.4%戊巴比妥钠腹腔

麻醉后 , 剪开胸腔 , 暴露心脏 , 从心尖插入灌注针至左心室 ,

并剪开右心耳形成灌注液排除通道 , 从左心室快速灌注生理

盐水 100～ 150 ml , 接着灌入 4℃的 4%多聚甲醛 500 ml , 于 30

～ 40 min灌毕 , 迅速取脑置 4℃的 4%多聚甲醛固定液中后固

定 6～ 9 h , 移入 10%、 20%、 30%蔗糖溶液各3 ～ 4 h。将右侧

皮层置恒冷箱冰冻切片机内切片 (片厚约 50 μm), pH 7.4 的

0.01 mol/L PBS 接片 , 切片进行 NADPH-d 组化反应。

染色切片移入 NADPH-d 反应液 , 37 ℃孵育 1 h。 反应液

成分为 NADPH Ⅱ 5 mg , NBT 2.5 mg , 体积分数为 0.3%的

Triton-TBS 5 ml。终止反应后裱片 、 脱水 、 透明 、 封片。

1.3　结果观察及统计处理

每组选取NADPH-d组化染色对应断面的皮层脑片 15 张 ,

分别计数大脑皮层所有染色阳性神经元。结果以 x±s 表示 ,

统计学方法采用单因素方差分析 (ANOVA)及两两比较 q 检

验 , SPSS11.0 统计软件处理数据。

2　结果

染毒期间 , 各实验组与对照组大鼠的摄食量 、 进水量无

明显差异。汞染毒组染毒 15 d 后 , 实验大鼠开始出现活动和

攻击性增加 , 尚未见其他明显表现。

与对照组相比各染汞组的动物在迷宫实验中的学会次数

都明显增加 , 差异有统计学意义 (P<0.05);与单纯氯化汞

组相比补 TZC 组动物在迷宫实验中的学会次数都明显减少 ,

其中 , HgCl2 +0.46 g/L TZC 组的减少有统计学意义 (P <

0.05)。

在大鼠皮层 , 与对照组相比单纯染汞组 NADPH-d 阳性细

胞数显著增多 (P<0.05);与单纯染汞组相比各补 TZC 组均

能使 NADPH-d 阳性细胞数有所降低 , 其中汞+高 TZC 组

NADPH-d 阳性细胞数显著减少 (P<0.05)。见表 1。

表 1　各组大鼠迷宫实验及皮层 NADPH-d

阳性细胞数测定结果 (x±s)

组别 动物数 学会次数 脑片例数 阳性细胞记数

对照组 8 63.4±13.7 15 50.4±4.3■

染汞组 8 96.1±7.6＊ 15 60.0±5.5＊

汞+低 TZC组 8 92.0±13.2＊ 15 55.9±5.1＊■

汞+高 TZC组 8 78.8±19.0＊■ 15 51.4±5.9＊■

与对照组比较 , ＊P<0.05;与染汞组比较 , ■P<0.05

3　讨论

大量研究表明 , 汞暴露后可产生明显的行为改变 , 包括神

经反射 、发育 、游泳能力 、自发活动 、旷场实验 、迷宫学习 、回避

反应 、程序控制行为 、睡眠 —觉醒节律等[ 1] 。 由于中枢神经系

统的复杂性和功能的多样性 , 行为功能易受其他因素的影响。

采用行为测试方法可早期 、灵敏地检测到环境有害因素对机体

的损伤。迷宫实验就是一种较好的测量学习记忆的方法。 与

对照组相比染汞组的动物在迷宫实验中的学会次数都明显增

高 ,差异有统计学意义(P <0.05), 提示 4.3 mg/(kg·d)氯化汞

可以对大鼠的学习记忆能力产生明显的损害作用。

研究表明 , NO可能参与了学习记忆的过程。 Yamada[ 2] 等

曾报道小鼠的空间工作记忆与 NO通路有关 , NO 一般是通过

与可溶性鸟苷酸环化酶中的血红素组分起反应而发挥其生物

学作用。但在NO过量等条件下 , NO又通过与其他化学分子

发生不可逆的化学反应生成一些衍生物 , 此时 NO 与其衍生物

常具有神经毒性作用。机体常通过内在的各种抗氧化机制来

清除这些有毒物质。但这种保护作用总是有限的 , 当体内合

成这些毒性产物的量超过了机体所能清除的限度 , 就会对机

体的特定组织和器官如脑组织造成损伤[ 3] 。 NOS 是体内催化

L-Arg生成 NO的惟一酶类。可以通过测量 NOS 的水平来反映

机体NO表达的多少。中枢神经系统的 NADPH-d 组织化学反

应强度是NOS 活力的标志 , NADPH-d阳性细胞即为 NOS 阳性

神经元 , 因而一般认为用 NADPH-d 组化方法所显示的神经元

即反映了 NOS 阳性结构的存在[ 4] 。 因此 , 本实验通过

NADPH-d阳性细胞数来反映汞暴露大鼠皮层 NOS 的活力 , 与

对照组相比单纯染汞组 NADPH-d 阳性细胞数显著增多 (P <

0.05), 提示汞对皮层有明显的损害作用 , 神经元的损伤可引

起大脑皮质中NOS 表达的增加[ 5] 。

牛磺酸是一种条件氨基酸 , 作为抗氧化剂和细胞调节因

子参与保护神经元 , 阻止氧自由基过氧化过程 , 保护神经元

细胞膜的完整性[ 6] 。锌的生物学功能非常广泛 , 锌是 CuZn-

SOD重要的活性离子 , CuZn-SOD 是体内重要自由基O 2 清除

剂 , 汞在体内产生的超氧化物阴离子自由基O 2 可被 CuZn-

SOD歧化为氧化氢和氧。清除自由基 , 减少对细胞膜损伤 ,

拮抗汞的毒性效应[ 7] 。实验结果表明一定程度的 TZC 能减轻

汞对大脑皮层的毒性作用。无机锌的生物学效应要取决于其

转化成有生物活性的有机锌的能力。有机锌更接近于其在体

内的作用形式 , 生物学效价要高于无机锌 , 且毒副作用小[ 8] 。

在迷宫实验中 , 与单纯氯化汞组相比 , 补 TZC 组动物在迷宫

实验中的学会次数都明显减少 , 其中 , HgCl2+高 TZC 组的减

少有统计学意义 (P<0.05)。在大鼠皮层 , 与单纯染汞组相

比各补TZC 组均能使 NADPH-d 阳性细胞数有所降低 , 其中汞

+高TZC组 NADPH-d 阳性细胞数显著减少 (P <0.05)。说明

高浓度的 TZC对汞染毒大鼠有明显的保护作用。

本实验通过NADPH-d组织化学染色对大鼠皮层 NOS 活性

的测定 ,研究汞对皮层神经元的损害 。实验表明 , 汞对大鼠皮

层NOS 活性表达会产生明显损害。而 TZC 可以对汞染毒大鼠

皮层神经细胞产生明显的保护作用。从实验结果中可以看出 ,

在一定范围内 ,随着 TZC 剂量的加大 ,其保护作用也加强。
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铅和乙醇对雄性大鼠生殖系统的联合毒作用

谭成森 , 靳翠红 , 刘秋芳 , 赵剑 , 蔡原＊

(中国医科大学公共卫生学院毒理教研室 , 辽宁 沈阳　110001)

　　摘要:采用整体动物实验方法 , 观察铅和乙醇对大鼠精子数量和质量 , 以及血中性激素水平的联合作用。结果显

示 , 精子计数联合组比铅和乙醇单独作用组显著减少;精子活动度分析联合组与其他各组比较显著下降。铅和乙醇单

独作用均可使雄性大鼠血清睾酮 (T)升高 , 促黄体生成激素 (LH)下降 , 联合作用使 T降低 , LH 较单独作用组升高。

提示铅和乙醇联合染毒对雄性大鼠生殖毒性影响可能具有增毒作用。

关键词:铅;乙醇;精子;性激素
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Study of collaborating effect of lead and ethanol on reproductive function in male rats

TAN Cheng-sen , JIN Cui-hong , LIU Qiu-fang , ZHAO Jian , CAI Yuan＊

(Department of Toxicology , College of Public Health , China Medical University , Shenyang 110001 , China)

Abstract:Rats were used to observe the effect of lead and ethanol on the quantity and quality of sperms and the levels of sex

hormones in the study.The results showed that sperm counts in lead or ethanol administrated group were all decreased compared with

control rats , the sperm count in lead-ethanol collaborating exposure group was much lower than that of lead or ethanol group.The motility

of sperm in collaborating exposure group was also obviously decreased compared with lead or ethanol group.Additionally , the sex

hormones determination also revealed that lead or ethanol might induce a marked decline of serum testosterone (T) level and a definite

increase of serum luteinizing hormone (LH) level , whereas collaborating exposure of lead and ethanol showed some adverse effect on

serum T and LH levels.It is suggested that the combining exposure of lead and ethanol might produce some additive effect in reproduction

toxicity in male rats.

Key words:Lead;Ethanol;Sperm;Sex hormone

　　铅对生殖系统的损伤 , 已由流行病学调查和动物实验广

泛证实[ 1 , 2] 。乙醇对雄性生殖系统的损害近年来已引起人们的

关注。本研究采用整体动物实验方法 , 观察铅和乙醇联合作

用对大鼠精子数量和质量以及血中性激素水平的影响 , 初步

探讨铅和乙醇对雄性生殖系统的联合毒作用及其可能机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物

成年Wistar 雄性大鼠 32 只 , 体重 180～ 200 g , 由中国医

科大学实验动物部提供 , 饲养 1 周后分组。 动物室温度 18 ～

23 ℃, 相对湿度 40%～ 70%, 动物自由饮水 、 摄食。

1.2　主要试剂与仪器

醋酸铅(分析纯 , 沈阳试剂一厂), 乙醇(分析纯 ,沈阳市富

康消毒药剂公司), 睾酮(testoterone , T)放射免疫分析试剂盒(天

津九鼎医学生物工程有限公司), 促黄体生成激素(lutenizing

hormone, LH)放射免疫分析试剂盒(天津九鼎医学生物工程有

限公司);显微镜(日本 , OLYMPUS), 恒温水浴箱(HH-42 型 , 常

州国华电器公司), 放射性免疫测定仪(FJ2003/ 50G 型 ,西安)。

1.3　实验方法

1.3.1　动物分组及染毒　将32只大鼠按体重随机分为 4 组:

对照 组 、 醋酸铅组 、 乙醇 组 、 联合组。 乙 醇组大鼠 按

2.16 g/kg给予 26%乙醇 , 经口灌胃染毒 , 连续8 周 , 每周5 d ,

每天1 次;醋酸铅组大鼠自由饮水摄入 5‰醋酸铅 , 连续 8

周 , 每周 5 d;联合组大鼠乙醇和醋酸铅染毒剂量 、 方式 、 时
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