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右美沙芬对甲基汞致大鼠神经损伤作用的影响
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　　摘要:目的　观察右美沙芬对甲基汞致神经损伤作用的影响。方法　实验用 Wistar大鼠 32只 , 按体重随机分成

4组 , 每组 8只。第 1组为对照组 , 第 2、 3组为不同剂量氯化甲基汞 (methyl-mercuricchloride, MMC)染毒组 , 第 4

组右美沙芬 (dextromethorphan, DM)干预组。实验开始时第 1、 2、 3组大鼠皮下注射 0.9%氯化钠溶液 , 第 4组皮下

注射 DM 13.5 μmol/kg2 h后 , 第 1组腹腔注射 0.9%氯化钠溶液 , 第 2组腹腔注射 4 μmol/kgMMC溶液 , 第 3、 4组

腹腔注射 12μmol/kgMMC溶液 , 注射容量均为 5 ml/kg, 每周染毒 5 d, 每天 1次 , 共 4周 (20次), 但右美沙芬系

隔日注射 1次 , 每周 3次 , 共 12次 , 实验结束后 24h测定大脑皮质谷氨酰胺合成酶 (GS)和磷酸活化的谷氨酰胺酶

(PAG)活力 、 丙二醛 (MDA)含量以及超氧化物歧化酶 (SOD)、 谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px)活力。结果　随

着 MMC剂量的增加 , 大鼠大脑皮质中 GS活力降低 , PAG活力升高 , MDA含量升高 , SOD和 GSH-Px活力降低 , 与

12 μmol/kgMMC组相比 , DM干预组大脑皮质中 GS活力升高 , PAG活力降低 , MDA含量降低 , SOD和 GSH-Px活力

升高。结论　甲基汞可以干扰大鼠大脑皮质内 “谷氨酸-谷氨酰胺循环 (Glu-Glncycle)”, 并可能引起氧化损伤;右

美沙芬对甲基汞的神经毒性及其氧化损伤作用具有一定的拮抗能力。
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Effectofdextromethorphanontheneurotoxicityofmethylmercuryinrats
XINXin, XUZhao-fa＊ , DENGXiao-qiang, TIANYa-wen, HUYue-ming, LIYin

(DepartmentofEnvironmentalHealth, SchoolofPublicHealth, ChinaMedicalUniversity, Shenyang110001, China)

Abstract:Objective　Toexploretheeffectofdextromethorphan(DM)ontheneurotoxicityinducedbymethylmercury.

Methods　Thirty-twoWistarratswererandomlydividedinto4 groups, whichwerecontrolgroup, lowdoseofmethyl-mercuric

chloride(MMC)group, highdoseofMMCgroupandDMinterventiongroup;8 ratsineachgroup.Ratsintheformerthree

groupsweresubcutaneously(sc)injectedwith0.9% NaCl, ratsinfourthgroupweresc.injectedwith13.5 μmol/kgDM,

everyotherdayforfourweeks(12 times).Twohourslater, thecontrolratswereintraperitoneally(ip)injectedwith0.9%

NaCl, ratsofsecondgroupwereinjectedwith4 μmol/kgMMC, ratsofthirdandfourthgroupwereinjectedwith12 μmol/kg

MMC, fivetimesaweek, for4 weeks.Twenty-fourhoursafterthelastinjection, ratsweresacrificed, contentofmalondialde-

hyde(MDA)aswellastheactivitiesofglutaminesynthetase(GS), phosphateactivatedglutaminase(PAG), superoxide

dismutase(SOD)andglutathioneperoxidase(GSH-Px)incerebralcortexofratweredetermined.Results　Comparedwith

controlgroup, cerebralcortexcontentsofMDAandtheactivityofPAGinMMCtreatedgroupwereincreased, theactivitiesof

GS, SODandGSH-Pxincerebralcortexofratweredecreased;whilethecontentsofMDAandtheactivityofPAGinDMgroup

weredecreased, andtheactivitiesofGS, SODandGSH-PxinthecortexofratwereincreasedcomparedwiththoseofMMC

treatedgroup.Conclusions　Theresultssuggestedthatmethylmercurymightdisturbthe“GlutamateandGlutamineCycle” in

cerebralcortexandinduceoxidativedamageanddextromethorphanmighthaveantagonisticabilityontheneurotoxicityandoxida-

tivedamageofMMCinrats.
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　　甲基汞中毒是以神经系统为主的全身性损害
[ 1]
。

MeHg在大脑的感觉区和运动区蓄积量较高 , 尤其在

大脑的后叶蓄积量最高
[ 2]
。右美沙芬 (dextromethor-

phan, DM)是一种 NMDA受体非竞争性拮抗剂 , 对

化学物质引起的神经毒性有一定的保护作用
[ 3]
。本

实验通过皮下注射 DM, 观察大鼠大脑皮质 GS、 PAG

活力 , MDA含量 , SOD和 GSH-Px活力的改变 。进

而探讨它对甲基汞致大鼠神经毒性和氧化损伤的影

响 , 为研究甲基汞神经毒性的机制提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　动物分组及染毒

清洁级 Wistar大鼠 32只 (由中国医科大学实验动

物中心提供 , 动物质量合格证号:SCXK(辽)2003-

2009), 体重 (180±10)g, 雌雄各半。饲养环境温度
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为 (23±3)℃, 相对湿度 45% ～ 55%, 自由饮食。正

式实验前饲养 7d, 然后按体重随机分成 4组 , 每组 8

只。第 1、 2、 3组皮下注射 0.9%氯化钠溶液 , 第 4组

皮下注射 DM 13.5 μmol/kg2 h后 , 第 1组腹腔注射

0.9%氯化钠溶液 , 第 2组腹腔注射 4μmol/kgMMC溶

液 , 第 3、 4组腹腔注射 12μmol/kgMMC溶液 , 注射

容量均为 5 ml/kg。染毒每周 5 d, 每天 1次 , 共 20

次 , 皮下注射 DM隔日 1次 , 共 12次。

1.2　样品采集及处理

最后一次注射后 24h, 将大鼠用乙醚麻醉 , 心脏

放血后 , 解剖取脑 , 分离大脑皮质 , 冰浴下切取大脑

皮质 , 制成相应的匀浆液 , 测定大脑皮质 GS、 PAG

活力 , MDA含量 , SOD和 GSH-Px活力的改变 。

1.3　测定指标及方法

GS活力测定用 RENIS等
[ 4]
描述的 γ-谷氨酰转移

酶的非生理学催化反应;PAG活力测定用 CURI等
[ 5]

的方法;用硫代巴比妥酸 (TBA)比色法
[ 6]
测定

MDA含量 , 黄嘌呤氧化酶法测 SOD, DTNB比色

法
[ 7]
测定 GSH-Px活力;蛋白含量测定用 Folin-

Lowry法
[ 8]
。

1.4　统计学分析

用 SPSS11.5软件进行数据处理 , 实验所得数据

以均数 ±标准差表示 , 采用单因素方差分析进行各指

标组间差异的显著性检验 , 两组间比较用 q检验

(Students-Newman-Keuls, SNK)。

2　结果

2.1　大鼠的一般状况

染毒 4周后 , 大鼠体重变化见表 1。
表 1　各组大鼠体重变化 g

组　别 0周 1周 2周 3周 4周

对照组 189.4±14.74 215.6±29.39 266.0±48.08 287.9±55.30 304.6±58.47

4μmol/kgMMC 196.0±13.71 205.0±7.45　 260.1±42.15 264.9±39.16 293.5±55.24

12μmol/kgMMC 181.4±23.70 213.9±21.55 　 226.3±31.09＊ 　241.8±27.66＊ 　 225.1±24.53＊＊

12μmol/kgMMC+DM 197.1±15.63 221.5±28.07 233.3±20.12 253.6±35.66 250.0±46.55

　　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01

　　各组大鼠饮食和摄水量无明显差异 , 单纯染 12

μmol/kg甲基氯化汞组有少量掉毛的现象和出现稀样

便 , 有轻微中毒的表现 , 大鼠无死亡 , 其他各组体征

变化不明显 , 无中毒表现 。体重随实验周数的增加而

增加 , 各组间染毒前及染毒第 1周体重差异均无统计

学意义 , 从染毒第 2周到第 4周单纯染 12 μmol/kg

甲基氯化汞组体重增长速度明显减慢 , 且该组体重与

对照组相比有所降低 , 差异有统计学意义 (分别为 P

<0.05, P<0.05和 P<0.01)。

2.2　大脑皮质 GS和 PAG的活力 (表 2)

表 2　各组大鼠大脑皮质 GS和 PAG活力 (x±s, n=8)

组　别
GS

[U/(min· gpro)]

PAG

[μmol/(min· gpro)]

对照组 35.26±4.666 24.36±3.408

4μmol/kgMMC 31.65±3.118 31.38±1.906＊＊△△

12μmol/kgMMC 30.82±4.668＊ 40.51±3.440＊＊

12μmol/kgMMC+DM 35.44±3.605△ 35.45±4.695＊＊△

　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与 12 μmol/kgMMC组

比较 , △P<0.05, △△P<0.01;表 3同。

从表 2可见 , 4 μmol/kgMMC组大鼠 GS的活力

略有下降 , 但差异没有统计学意义;12 μmol/kg

MMC组大鼠 GS的活力明显低于对照组 , 且差异有

统计学意义 (P<0.05);4、 12 μmol/kgMMC组大

鼠 PAG的活力明显高于对照组 , 且差异有统计学意

义 (P<0.01);DM干预组与 12 μmol/kgMMC组比

较 , GS、 PAG活力明显升高和降低 (P<0.05)。

2.3　大脑皮质 MDA含量 、 SOD和 GSH-Px活力

从表 3可见 , 4、 12 μmol/kgMMC组大鼠 MDA

的含量与对照组相比升高明显 , 差异有统计学意义

(P<0.01);4、 12 μmol/kgMMC组大鼠 SOD和

GSH-Px的活力与对照组相比有所下降 , 且差异有统

计学意义 (P<0.05和 P<0.01);DM干预组与 12

μmol/kgMMC组比较 , MDA的含量降低 (P<

0.01), SOD和 GSH-Px的活力升高 , 差异有统计学

意义 (P<0.05, P<0.01)。
表 3　各组大鼠大脑皮质 MDA含量 、 SOD和

GSH-Px活力 (x±s, n=8)

组　别
MDA

(nmol/ml)

SOD

(U/ml)

GSH-Px

(U/mgpro)

对照组 2.268±0.314　 122.3±30.4 　 17.86±2.23

4μmol/kgMMC 2.811±0.276＊＊ 100.9±11.6＊　 14.69±3.48＊

12μmol/kgMMC 3.088±0.353＊＊ 86.77±14.4＊＊ 13.11±2.24＊＊

12μmol/kgMMC+DM 2.346±0.225△△ 105.2±13.2＊△ 16.69±2.93△△

3　讨论

有报道称 , 甲基汞的神经毒性可能与谷氨酸代

谢
[ 9]
以及氧化损伤

[ 10]
有关 。 DM是一种 NMDA受体

非竞争性拮抗剂 , 具有脂溶性 , 较易通过血脑

屏障
[ 11]
。

谷氨酸是非必需氨基酸 , 不能通过血脑屏障 , 因

而需在脑内由葡萄糖和其他一些前体合成 , Glu合成
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后储存于突触囊泡内 。囊泡释放的 Glu自由弥散跨过

狭窄的突触间隙 , 与相邻细胞突触后膜表面的相应受

体互相作用 , 在激活受体的同时向周围弥散 , 大部分

被毗邻的胶质细胞摄取 , 其余部分被突触前神经末梢

摄取 , 迅速终止其作用 , 通过这种机制 Glu被灭

活
[ 12]
。被摄回的 Glu在 GS作用下转变成 Gln;Gln

能再循环至 Glu能神经元末端 , 由 PAG作用转变成

Glu, 形成所谓的 “谷氨酸-谷氨酰胺循环 (Glu-Gln

cycle)”。当此循环被破坏时就会造成 Glu代谢的紊

乱 , 使脑内兴奋性氨基酸和抑制性氨基酸失衡 , 因

此 , GS和 PAG是 Glu能神经元的特异性标记物
[ 13]
。

本实验通过对大鼠染 MMC4周发现 , 大脑皮质 GS活

力明显下降 , 而 PAG活力升高 , 表明 MMC可扰乱

“Glu-Glncycle” 通路 , 这可能是 MMC改变 Glu代谢

引起兴奋性神经毒性的原因之一。与此同时通过本实

验发现大脑皮质 MDA含量升高 , SOD和 GSH-Px活

力降低 , 说明 MMC对大脑的氧化损伤也是明显的 ,

提示 MMC引起的兴奋性神经毒性和氧化损伤可能存

在着密不可分的关系 。

有研究表明 , 兴奋毒性常以急性细胞肿胀或者延

迟性细胞溃变的方式发生发展
[ 14]
。迟发性神经毒性

是 Ca
2+
依赖性的 , 根据神经元种类不同 , 胞内 Ca

2+

增加主要由 NMDA受体门控 Ca
2 +
通道和电压依赖性

Ca
2+
通道激活所引起。胞内 Ca

2 +
增加可引起一系列

的胞膜 、 胞质和胞核损伤事件而产生神经毒性。

Ca
2+
在缺血性神经损害中起着重要的作用 , 钙超载

是神经细胞死亡的 “最后共同通路 ”
[ 15]
。有实验表

明 , 在缺血等脑损伤中 Ca
2+
增加可导致 MDA含量上

升而 SOD活力降低
[ 16, 17]

。脑组织中 DM可通过与

NMDA受体的拮抗剂位点结合 , 阻断 Glu过量对 NM-

DA受体的活化 , 抑制了钙离子内流 , 减轻由此引起

的神经细胞毒性
[ 18]
。而通过本实验发现 , DM干预

组与 MMC组相比 GS活力明显升高 , PAG活力下降 ,

MDA含量降低 , SOD和 GSH-Px活力升高 , 可明显

拮抗 MMC神经毒性和氧化损伤 , 这可能主要是 DM

通过与 NMDA受体的拮抗剂位点结合 , 阻断了 MMC

致 Glu过量对 NMDA受体的活化 , 减轻由此引起的

神经细胞毒性。而这种对神经毒性的抑制 , 很可能与

减少了钙离子内流有关 , 而钙超载得到部分缓解后 ,

可减轻氧化损伤。综上所述 , 亚急性染 MMC干扰

“谷氨酸 -谷氨酰胺循环 ”, 同时导致氧化损伤。 DM

则可拮抗甲基汞致大鼠神经毒性和氧化损伤作用。但

甲基汞致大鼠神经毒性和氧化损伤之间关系的机制比

较复杂 , 可能涉及到许多环节 , 其具体机制还有待于

深入研究。
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