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1 , 2-二氯乙烷染毒对小鼠脑组织氨基酸类神经递质的影响
Effectof1, 2-dichloromethaneexposureonlevelsofaminoacidsneurotransmittersinbrainofmice

齐莹 , 石磊 , 高岚岳 , 王高阳 , 李革新 , 吕秀强 , 金亚平
＊

QIYing, SHILei, GAOLan-yue, WANGGao-yang, LIGe-xin, LVXiu-qiang, JINYa-ping＊

(中国医科大学公共卫生学院劳动卫生教研室 , 辽宁 沈阳　110001)

　　摘要:探讨 1, 2-二氯乙烷 (1, 2-DCE)对小鼠脑组织氨

基酸类神经递质的影响 , 为揭示 1, 2-DCE的神经毒性损伤机

制提供实验参考数据。将昆明种小鼠随机分为 4组 , 对照组

和不同剂量 1, 2-DCE染毒组 (0.25 mg/L、 0.50 mg/L、 1.00

mg/L), 每组 10只小鼠。静式吸入染毒 14 d, 每天染毒 2 h。

染毒结束后取大脑组织 , 测定小鼠脑脏器系数;高效液相色

谱法 (HPLC)检测脑组织中谷氨酸 (Glu)、 天冬氨酸

(Asp)、 甘氨酸(Gly)、 牛磺酸(Tau)及 γ-氨基丁酸 (GABA)

的含量。结果小鼠脑脏器系数随染毒剂量的增加呈下降趋势 ,

但各组间差异无统计学意义。各染毒组的 Asp、 Glu和 Tau含

量随染毒剂量的增加而升高 , 且中 、 高剂量染毒组与对照组

比较差异有统计学意义;各染毒组的 Gly含量随染毒剂量的

增加也有升高的趋势 , 但与对照组比较差异无统计学意义;

中剂量染毒组的 GABA含量与对照组比较差异具有统计学意

义 , 但高剂量组与对照组比较未见明显差异。 提示亚急性

1, 2-DCE暴露可引起小鼠脑组织中氨基酸类神经递质含量的异

常 , 其可能是 1, 2-DCE神经毒性损伤的主要机制之一。

关键词:1, 2-二氯乙烷;神经毒性;氨基酸类神经递质
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二氯乙烷 (dichloroethane, DCE)系卤代烃类化合物 , 为

工业上常用的有机溶剂 , 主要用于粘合剂 、 溶剂和氯代烃的

生产 [ 1] 。 DCE有 2种异构体 , 1, 2-DCE为对称体 , 1, 1-DCE

为非对称体。 两者均为无色 、 易挥发 、 具有氯仿气味的油状

液体 , 工业上以 1, 2-DCE为重要 , 又称为氯化乙烯 。 1, 1-DCE

属低毒类 , 只具有麻醉作用 , 但 1, 2-DCE属高毒类 , 职业中

毒均为 1, 2-DCE引起 [ 2] 。 1, 2-DCE易经呼吸道 、 消化道和皮

肤吸收并快速分布到全身 , 特别是脂肪丰富的组织器官。

中枢神经系统对 1, 2-DCE的作用非常敏感 , 近十年来 ,

国内报道了多起严重的亚急性 1, 2-DCE职业中毒事故 , 以中

毒性脑病为其主要临床表现 [ 3 , 4] , 但其中毒机制还未明确 [ 2] 。

在中枢神经系统中 , 化学性突触是信息传递的主要方式 , 而

氨基酸类神经递质是化学性突触进行信息传递的主要载体。

氨基酸类神经递质分为两大类 , 兴奋性氨基酸与抑制性氨基

酸 , 分别对突触信息的传递起兴奋和抑制作用 [ 5] 。其含量的

变化对于突触信息的传递与调节具有重要的影响。本实验以

亚急性 1, 2-DCE中毒小鼠为研究对象 , 通过测定小鼠脑组织

中 5种氨基酸类神经递质含量的变化 , 探讨亚急性 1, 2-DCE

中毒的神经毒性损伤机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

1, 2-DCE(分析纯 , 国药集团化学试剂有限公司);氨基

酸标准品谷氨酸(Glu)和天冬氨酸(Asp, BIO.BASCIL公司);

牛磺酸(Tau)和 γ-氨基丁酸(GABA, 美国 Sigma公司);甘氨

酸(Gly, 上海精析化工科技有限公司)。邻苯二甲醛(美国

Sigma公司);乙酸钾为分析纯 , 甲醇为色谱纯;高效液相色

谱仪 , Waters公司);C
18
色谱柱(150 mm×4.6 mm×5 μm, 大

连依利特公司);超声波细胞粉碎机 (宁波科生仪器厂)。

1.2　实验动物分组及处理

选用健康昆明种小鼠 40只 , 体重(22.0±2.0)g, 由中

国医科大学实验动物中心提供。 适应性喂养 1周后 , 将小鼠

随机分为 4组 , 分别是对照组及低 、 中和高剂量染毒组。每

组各 10只小鼠 , 雌雄各半。以 1, 2-DCE为染毒物。采用吸入

染毒方式 , 将小鼠置于静式染毒柜中 , 以 0.25、 0.50和 1.00

mg/L浓度 , 每天染毒 2 h, 连续染毒 14 d。对照组小鼠除不

加 1, 2-DCE外 , 其余处理同染毒组小鼠。染毒柜体积为 50 L,
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一次放入 10只小鼠。染毒过程中每日观察小鼠行为与体重的

变化。染毒结束后 , 将小鼠处死 , 迅速取脑 , 新鲜称重。

1.3　样品制备

分析天平称取 0.15 g脑组织 , 按 1∶9(W/V)加入预冷生

理盐水 , 在冰水浴条件下用电动匀浆机匀浆 20 s, 超声 45 s。

将脑组织匀浆 , 以 3 500 r/min4℃离心 20min, 取上清 100μl

用考马斯亮蓝法测蛋白含量 , 另取上清 500 μl, 以 10 000 r/

min4 ℃再离心 20 min, 取上清 , 抽滤后用于氨基酸含量的

测定。

1.4　考马斯亮蓝法测定脑组织蛋白含量

称取 50mg小牛血清蛋白 , 稀释成 0.5 mg/ml的标准品 ,

分别取 20、 40、 60、 80和 100 μl制成标准曲线。取 100 μl待

测样品加入考马斯亮蓝 5 ml, 采用分光光度法 , 在波长 595

nm条件下 , 测定待测样品中的蛋白含量。

1.5　邻苯二甲醛 (OPA)柱前衍生高效液相色谱荧光检测氨

基酸含量

标准液配制:分别用 1 mol/L氢氧化钠溶液配制 Glu、

Asp、 Gly、 Tau及 GABA标准品 1 mmol/L的储备液 , 测定前

用 1 mol/L氢氧化钠稀释成 0.3、 2.0、 3.0、 4.0、 5.0、 6.0、

8.0、 12.0和 20.0 μmol/L的标准系列。衍生试剂配制:称取

20 mg邻苯二甲醛 , 0.5mlβ-巯基乙醇溶于 0.5ml甲醇中 , 再

加入 9.0 ml0.4 mol/L硼酸缓冲液 (pH=10.5), 超声溶解 ,

避光保存。

衍生化反应:在室温下 , 吸取氨基酸标准液或样品液 100

μl, 加入邻苯二甲醛衍生试剂 200 μl, 混匀静置 2min后 , 进

样 20μl。

1.6　色谱条件

色谱柱:C18色谱柱 (150 mm×4.6 mm×5 μm), 柱温为

30 ℃。流动相 A:HPLC级甲醇;流动相 B:0.1 mol/L醋酸

钾溶液 , pH=5.89。 A相梯度洗脱条件:0 ～ 2 min20% ～

47%, 2 ～ 9 min47% ～ 53%, 9 ～ 12min53% ～ 100%, 17 min

100%, 平衡 6 min, 23 min结束洗脱。峰面积用外标法定量。

荧光检测器 , 激发波长 250 nm, 发射波长 410 nm。

1.7　统计分析

实验数据用 x±s表示 , 采用 SPSS16.0统计分析软件对

数据进行多组间的单因素方差分析 , 两两比较采用 LSD法。

2　结果

2.1　染毒后小鼠的行为观察与体重变化情况

染毒 3d后 , 中 、 高剂量组部分小鼠出现兴奋表现 , 染毒

7 d后高剂量组的部分小鼠发生抽搐 , 1只小鼠出现惊厥并死

亡 , 对照组未见异常改变;染毒过程中 , 小鼠体重的变化情

况如图 1所示。各组小鼠的体重在实验期间呈缓慢上升趋势 ,

染毒组小鼠体重与对照组比较差异均未见统计学意义。

图 1　1, 2-DCE染毒过程中小鼠体重的变化

2.2　色谱图

图 2可见 , 在本实验检测条件下 , 5种氨基酸类神经递质

在 17min内均得以良好的分离。

2.3　1, 2-DCE染毒后各组小鼠脑组织中氨基酸含量的变化

表 1显示 , 中 、 高剂量 1, 2-DCE染毒组的 Asp、 Glu及

Tau含量升高 , 与对照组比较差异均有统计学意义;中剂量

1, 2-DCE染毒组的 GABA含量与对照组比较显著升高 , 但高

剂量 1, 2-DCE染毒组的 GABA含量与对照组比较差异未见统

计学意义。各染毒组小鼠的脑组织中 Gly含量与对照组比较

无明显差异。

表 1　各组小鼠脑组织中不同氨基酸含量的比较 (x±s) μmol/gprotein

组别 n Asp Glu Gly Tau GABA

对照组　 10 46.60±8.34 47.23±6.36 37.39±5.16 78.65±8.82 29.15±8.57

低剂量染毒组 10 47.95±5.94 46.21±8.32 32.04±8.32 78.67±8.65 24.39±8.89

中剂量染毒组 10 57.20±9.78＊＊ 55.39±9.78＊ 39.94±9.95 94.11±9.98＊＊ 39.05±9.43＊

高剂量染毒组 9 60.03±5.46＊＊ 60.81±3.54＊＊ 39.65±5.06 99.98±9.94＊＊ 31.77±3.94

　　注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

图 2　氨基酸分离色谱图
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3　讨论

Glu、 Asp、 GABA、 Gly和 Tau是中枢神经系统中常见而

重要的神经递质。这些神经递质代谢的异常可严重干扰中枢

神经系统突触信息的传递 , 进而影响神经系统的功能。 Glu和

Asp是重 要的兴奋 性神经递 质 (excitatoryaminoacids,

EAAs), 广泛存在于哺乳动物的中枢神经系统中 , 对脑神经

元有普遍而强烈的兴奋作用。 Glu是脑内含量最高的氨基酸。

近年来有研究报道 , 在脑外伤 、 中毒 、 缺血和缺氧情况下 ,

Glu从神经元大量释放 , 过度刺激突触后神经元受体 , 导致神

经元的兴奋毒性 , 进而引起凋亡 [ 6] 。 本研究结果显示 , 脑组

织中 Glu和 Asp的含量随染毒剂量的增加而升高 , 提示亚急

性 1, 2-DCE中毒可导致脑组织内 EAAs的大量增加 , 进而引

起神经元的过度兴奋反应。 这与本实验中高剂量 1, 2-DCE染

毒小鼠出现的神经兴奋性症状相一致。

GABA和 Tau属于抑制性神经递质(inhibitoryaminoacids,

IAAs)。 Tau在脑组织中含量丰富 、分布广泛。 有报道提示 ,

Tau可以抵抗 Glu导致的兴奋性毒作用 , 降低 Glu所致的细胞

凋亡及增强线粒体的功能 [ 7] , 并可通过 L-、P/Q-、N-型电控钙离

子通道和 N-甲基-D-天冬氨酸(NMDA)受体钙离子通道抑制

Glu介导的 Ca2+流入 [ 8] 。本实验中 , 中 、高剂量组小鼠的脑组

织中 Tau含量随染毒剂量的增加而升高;中剂量组小鼠的 GA-

BA含量明显升高 ,但在高剂量组却未见明显升高 ,这可能是脑

组织的一种应激保护机制 , 由于 EAAs的非特异大量释放 , 使

GABA等 IAAs释放也增加 , 以防止 EAAs对神经元的兴奋毒

性。但当 EAAs含量增加幅度过大时 ,可使神经元的调控功能

发生障碍 , 引起神经元的过度兴奋 , 进而引起神经元的损伤和

中枢神经系统功能的异常。 Gly是一种功能复杂的神经递质 ,

它曾被认为是 IAAs, 但现有研究结果显示 , Gly可与 NMDA受

体结合 , 起协同增强兴奋性突触传递的作用 [ 9] 。本研究结果未

见 1, 2-DCE染毒对 Gly含量有明显的影响。

　　有关 1, 2-DCE染毒对脑组织内神经递质含量影响的研究

报道较少 , 仅见一篇研究急性 1, 2-DCE染毒对大鼠脑组织内

4种氨基酸类神经递质影响的报道 , 其结果显示 , 染毒组大鼠

的脑组织中 Asp、 Glu和 Gly含量均显著升高 , 但各染毒组的

GABA含量与对照组比较无显著性差异 [ 10] 。 提示 EAAs在

1, 2-DCE急性中毒性脑病的发病过程中具有重要作用 , 这与本

实验的研究结果基本一致。
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(上接第 422页)
表 3　二异丁基甲酮的稳定时间实验

时间 峰面积 (μv/s) 损失率 (%)

　　当时 407 573 0

　　第 1小时 399 534 -1.97

　　第 3小时 389 484 -4.44

　　第 5小时 378 252 -7.19

　　第 7小时 353 675 -13.22

2.5　干扰实验

本法将可能同时与二异丁基甲酮存在的环己酮 、

甲基环己酮 、 异佛尔酮进行分离实验 , 结果见图 1。

由图 1可见分离效果很好 , 互不干扰 。

以上结果表明 , 应用注射器采集空气邻二异丁基

甲酮 , 直接进样气相色谱 , 氢火焰离子化检测器测

定 , 效果良好 , 各指标均达到相关标准的要求 , 适用

于工作场所中二异丁基甲酮的空气监测。

1—二异丁基甲酮 , 2—环己酮 , 3—甲基环己酮 , 4—异佛尔酮

图 1　二异丁基甲酮共存物分离图
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