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　　摘要:目的　观察鱼藤酮对大鼠纹状体兴奋性氨基酸 (excitatoryaminoacid, EAAs)及 N-甲基-D-天冬氨酸

(NMDA)受体表达的影响。方法　采用 Alzet微泵背部埋植法建立大鼠鱼藤酮慢性中毒模型 , 应用高效液相色谱法

(HPLC)检测鱼藤酮染毒大鼠纹状体谷氨酸 (glutamate, Glu)和天门冬氨酸 (asparticacid, Asp)浓度 , RT-PCR技

术观察 NMDA受体功能亚基 NR
1
和调节亚基 NR

2A
、 NR

2B
基因表达的变化。结果　与正常对照组比较 , 鱼藤酮染毒大

鼠中脑纹状体兴奋性氨基酸浓度明显升高 , NMDA受体功能亚基和调节亚基基因表达异常。表现为 2.0 mg/kg与 4.0

mg/kg鱼藤酮染毒组 NR1亚基表达明显上调 (P<0.05), NR2A亚基 mRNA表达亦显著升高 (P<0.01), 而 NR2B基因

表达在 2.0 mg/kg鱼藤酮染毒组未见明显改变。结论　鱼藤酮染毒可致中脑纹状体 EAAs水平升高 , NMDA受体结构

功能发生改变 , 从而诱导兴奋毒性损伤的产生。
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Effectofrotenoneonlevelsofexcitatoryaminoacidsandexpressionof
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Abstract:ObjectiveToexploretheeffectofrotenoneonthelevelsofexcitatoryaminoacids(EAAs)andtheexpressionof

NMDAreceptor(NMDAR)inthestriatumofrat.MethodsChronicrotenoneintoxicatedmodelwasestablishedthroughsubcuta-

neouslyimplantingamini-osmoticpumpwithrotenoneinthebackofrat.Thelevelsofglutamate(Glu)andasparticacid(Asp)

instriatumofratweredetectedbyhighperformanceliquidchromatography(HPLC), andtheexpressionofNMDARsubunits

mRNA, suchasNR1 , NR2AandNR2B, weremeasuredbyRT-PCR.ResultsComparedwiththoseincontrolgroup, thelevels

ofGluandAspinstriatumofrotenonetreatedgroupswereincreasedsignificantly(P<0.01), andmRNAexpressionsofNR1

andNR2Ainallrotenonetreatedgroupswereobviouslyup-regulated, andtheexpressionofNR2BmRNAinhighdose(4mg/kg)

rotenonetreatedgroupwasalsoenhancedsignificantly.ConclusionItwassuggestedthatrotenonecouldinducetheincreaseof

EAAsinthestriatumandasaconsequence, theexpressionofNMDARmRNAwasalsoup-regulated, whichmightbethepossi-

blemechanismofrotenoneneurotoxicity.
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　　鱼藤酮 (rotenone)是线粒体抑制类农药 , 长期

接触该类化合物可导致黑质纹状体多巴胺神经通路损

伤 , 动物产生类似帕金森病 (PD)的行为学改变
[ 1]
。

兴奋性氨基酸在 PD的病理机制中具有重要作用。在

PD发展过程中 , 谷氨酸通路处于过度活化状态 , 并

通过多种受体发挥神经毒性作用
[ 2]
。现今认为 PD与

NMDA受体的过度激活亦有关 , 并依此建立了相关动

物模型 。本研究通过观察鱼藤酮染毒大鼠纹状体兴奋

性氨基酸及其受体表达的变化 , 初步探讨鱼藤酮的神

经毒理机制 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

鱼藤酮纯度 97.6%购自 Sigma公司 , Tripure购

自 Roche公司 , 邻苯二甲醛色谱纯购自南京德宝生化

公司 , Alzet微量渗透泵由 Alzetcorporation公司提供。

PCR仪购自 Eppendorf公司 , 高效液相色谱为日本岛

津公司产品 。

1.2　鱼藤酮染毒动物模型

SD大鼠 24只 , 雄性 , 体重 200 ～ 230 g, 由河北

医科大学实验动物中心提供。实验大鼠随机分为正常

对照 、 溶剂对照 (二甲基亚砜)、 2.0 mg/kg和 4.0

mg/kg鱼藤酮中毒 4个实验组 , 每组设 6只动物。采
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用 Alzet微泵背部埋植法建立大鼠慢性中毒模型。将

鱼藤酮溶液过滤除菌后注射至微泵并接上导管 , 分离

大鼠颈静脉结扎远心端 , 将导管向近心端插入 2 ～ 3

cm后结扎固定导管 , 将微泵植入背部皮下后缝合伤

口 , 密切观察大鼠一般情况 , 加强护理及营养支持 ,

染毒时间为 28d。

1.3　高效液相色谱法检测纹状体 EAAs含量

采用高效液相色谱法柱前衍生 -荧光法检测谷

氨酸 (Glu)和天门冬氨酸 (Asp)含量 , 具体操

作参照文献 [ 3] 。染毒大鼠处死后取纹状体 , 称

重后以 1∶9 (W/V)加入生理盐水 , 手动玻璃匀浆

器冰浴匀浆 , 匀浆液在3 000 r/min低温离心 15min,

取上清液 0.5ml, 加 1mol/LHClO4 , 10 000r/min离

心 10min, 取 0.5 ml上清液加入 2 mol/LK2CO3 1

ml, 10 000 r/min离心 20 min, 取上清液 30 μl加入

等体积邻苯二甲醛 (OPA)衍生液 , 充分混匀 , 室

温反应 2 min进样 。流动相含 0.1 mol/LNa2HPO4 、

0.1mmol/L乙二胺四乙酸 (EDTA)和 30%甲醛 ,

激发波长为 380 nm, 发射波长为 456 nm, 柱

温 38℃。

1.4　RT-PCR检测 NMDA受体 mRNA的表达

按 Tripure试剂说明书提取各实验组纹状体组织

总 RNA, PCR引物参照文献 [ 4] 设计 , 由上海英骏

生物技术公司合成 , 设 GAPDH阳性产物作为 PCR内

参照。 NR1 亚基引物:上游 5-AGCGGGTAAACAA-

CAGCAACAAAA-3, 下 游: 5-GAATCGGCCAAAGG-

GACTGAA-3, 产物长度 305 bp;NR2A亚基引物:上

游 5-TTATTGATGAACCGCACTGACC-3, 下 游: 5-

GCATATCCCAGCCCACAAAG-3, 产物长度 388 bp;

NR2B亚基引物:上游 5-GGCCTTCTTTGCTGTC-3, 下

游:5-AGTTCTTCCATCTCCCCATCTC-3, 产 物 长 度

471bp;设 GAPDH(542 bp)阳性产物为内参照。

逆转录反应体系包括 4μgRNA、 oligo(dT)15、 RNA

酶抑制剂 、 dNTPs、 5×RT缓冲液和 M-MLV逆转录

酶 , 反应体积为 20 μl。设定 PCR扩增条件 (NR1:

95℃预变性 5 min, 95℃变性 30 s, 60℃复性 30 s,

72℃延伸 45s, 循环 35次 , 72℃延伸 10min;NR2A:

95℃预变性 5 min, 94℃变性 30 s, 52℃复性 60 s,

72℃延伸 60s, 循环 40次 , 72℃延伸 10min;NR2B:

95℃预变性 5 min, 94℃变性 30 s, 62℃复性 30 s,

72℃延伸 60s, 循环 35次 , 72℃延伸 10 min)。PCR

产物经 1.5%的琼脂糖凝胶电泳 , BIO-RAD凝胶成像

分析系统进行灰度扫描。目的条带表达量的计算为目

的条带灰度值 /GAPDH条带灰度值。

1.5　统计学分析

实验数据用x±s表示 , 采用 SPSS12.0软件进行

方差分析和 t检验。

2　结果

2.1　鱼藤酮染毒大鼠一般情况观察

与正常对照组比较 , 鱼藤酮染毒大鼠普遍出现进

食减少 、体重下降 、 毛色变黄 、竖毛 、行动迟缓 、 后

肢无力等表现 , 且随着染毒时间增加上述症状更加明

显 , 后期大鼠出现行动困难 、 木僵 、 肌肉震颤和弓背

状姿势等类帕金森病征候群特征。而溶剂对照组大鼠

未见上述变化 , 行动 、饮食正常。

2.2　鱼藤酮对大鼠纹状体 EAAs含量的影响

与正常对照组比较 , 溶剂对照组 Glu和 Asp含量

变化并不显著;2.0 mg/kg鱼藤酮组 Glu和 Asp含量

均显著升高 (P<0.05), 4.0mg/kg鱼藤酮组含量进

一步升高 , 与正常对照组比较差异有统计学意义 (P

<0.01), 见表 1。
表 1　鱼藤酮染毒大鼠纹状体 Glu和 Asp含量的变化

(n=6, x±s) μmol/g

组别 Glu含量 Asp含量

正常对照组 11.95±1.35 7.27±0.58

溶剂对照组 12.05±1.42 7.85±0.66

2.0mg/kg鱼藤酮组 13.06±1.58 8.04±0.75＊

4.0mg/kg鱼藤酮组 15.83±1.84＊＊ 9.98±0.81＊＊

　　注:与正常对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

2.3　染毒大鼠纹状体 NMDA受体亚基 mRNA的表达

变化

图 1可见 , 与正常对照组比较 , 2.0 mg/kg和

4.0mg/kg鱼藤酮染毒组大鼠纹状体 NR1 mRNA表达

显著增强 (P<0.05), 见表 2。图 2可见 , 2.0 mg/

kg鱼藤酮染毒组大鼠 NR2AmRNA表达与对照组相比

差异无统计学意义 , 4.0 mg/kg鱼藤酮中毒组 NR2A

mRNA表达则明显增强 (P<0.05), 见表 2。图 3可

见 , 随着鱼藤酮染毒剂量的增加 , 大鼠纹状体 NR2B

mRNA表达逐步升高 , 与对照组相比差异有统计学意

义 (P<0.01), 见表 2。

1—Marker;2—正常对照组; 3—溶剂对照组;4— 2.0 mg/kg鱼藤酮

组;5— 4.0mg/kg鱼藤酮组;图 2、 图 3同。

图 1　NR1亚基 mRNART-PCR扩增产物
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表 2　染毒大鼠纹状体 NR1、 NR2A和 NR2B亚基 mRNA

表达的相对值 (x±s) 　

组别
A(NR1)/

A(GAPDH)

A(NR2A)/

A(GAPDH)

A(NR2B)/

A(GAPDH)

正常对照组 0.249±0.048 0.987±0.178 1.365±0.269

溶剂对照组 0.315±0.051 0.946±0.098 1.405±0.315

2.0mg/kg
鱼藤酮组

0.658±0.096＊ 0.995±0.152 2.687±0.996＊＊

4.0mg/kg
鱼藤酮组

0.780±0.105＊ 1.459±0.117＊ 4.038±1.178＊＊

　　注:与正常对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

3　讨论

鱼藤酮染毒大鼠出现自主活动减少 、 动作迟缓 、

弓背等行为学改变 , 且随着中毒时间的增加 , 部分大

鼠出现肌肉震颤 、四肢僵直等类 PD症状甚至死亡。

目前普遍认为 , 鱼藤酮能够诱导大鼠中脑黑质多巴胺

神经元变性损伤 , 破坏黑质纹状体多巴胺正常代谢通

路 , 可能是其最主要的神经毒理机制之一
[ 5]
。但也

有研究发现 , 纹状体内多巴胺的缺失并不是 PD的惟

一病理基础 , 脑内其他神经递质也可能参与 PD的发

病过程 。其中 , 兴奋性氨基酸 (如 Glu)与 PD发生 、

发展的相关性已经成为研究热点之一
[ 6]
。

兴奋性神经毒性即由兴奋性神经递质 -谷氨酸受

体的过度持续活化而导致的神经元死亡过程。兴奋性

氨基酸受体过度激活 , 使此类受体在正常生理条件下

引起的第二信使效应得以扩大 , 突触后神经元过度兴

奋而最终死亡。兴奋性神经毒性的重要机制之一是

NMDA受体过度兴奋多介导的神经细胞迟发性损伤 ,

以持续的 Ca
2 +
内流为特征 。大量 Ca

2 +
内流引起钙超

载 , 导致细胞钙稳态失调 , 最终引发神经细胞不可逆

性的损伤或死亡
[ 7]
。

NMDA受体由 NR1 、 NR2和 NR3亚基组成 , 其中

NR1是基本的功能单位 , 而 NR2为调节亚基 , 主要

由 NR2A和 NR2B等构成 , 其介入则修饰了整个受体的

功能特征 , 影响 Glu和 NMDA受体的结合能力 , 调

节受体通道活性。谷氨酸的结合区域是 NR1和 NR2

的连接部 , 因此两种亚基的同时表达是形成功能型离

子通道所必需的
[ 8]
。

本实验发现 , 鱼藤酮染毒组大鼠纹状体兴奋性氨

基酸 Glu和 Asp含量均显著升高 , 与正常对照组比较

差异有统计学意义 。进一步观察 NMDA受体表达发

现 , 功能亚基 NR1 mRNA在鱼藤酮染毒后表达明显

增强 , 调节亚基 NR2A和 NR2B基因表达随染毒剂量的

增加亦显著升高 。 NR2B是 NR2最主要的亚单位 , 与

神经细胞发育和神经毒性密切相关
[ 8]
。 NR2B的表达

增强 , 提示此时出现受体通道的活性高峰 , 是神经元

兴奋性升高的重要环节。上述实验结果显示 , 鱼藤酮

染毒后有可能通过过度激活 Glu-NMDA受体通路损害

神经细胞 , 为进一步探索鱼藤酮神经毒理机制和临床

治疗药物的研发提供了新的思路。
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