
胞进入分裂期 (G2/M期), 不同剂量甲醛可能具有不完全的

活化作用。 T细胞活化后有两种不同结果:一是 T细胞的完

全活化 , 导致 T细胞的增殖并发挥功能效应;另一种是不完

全活化 , T细胞进入无能状态或凋亡。本文发现当体外脾细

胞用 ConA刺激培养时 , 每个 ConA刺激组脾细胞凋亡率显著

高于对照组 , 说明不同剂量的甲醛促进了脾淋巴细胞的凋亡。

由于脾淋巴细胞是不均一的细胞群体 , 其接受活化信号刺激

的应答也不相同 , 本实验 CD+8 细胞百分数下降显著 , 提示可

能 CD8+T细胞在体外甲醛作用下凋亡数量增加。一般认为 ,

在体外绝大多数不成熟的 CD+4 /CD
+
8 细胞接受刺激信号后进

入凋亡 [ 4] , 是否甲醛促进了这两群细胞的凋亡 , 或主要促进

CD+8 细胞凋亡 , 这对 T细胞研究将有重要意义。
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牛磺酸锌对长期染氟大鼠皮层胆囊收缩素阳性神经元的保护作用
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　　摘要:将 30只 Wistar大鼠随机分为对照组 、 低氟组 、 高

氟组 、 低氟加锌组和高氟加锌组。 5组大鼠均在饲养前 5个月

单纯给氟 , 5个月后给氟同时加牛磺酸锌 0.34 g/L, 喂养至第

6个月后灌注处死动物。 测定各组大鼠大脑皮层 CCK阳性神

经元的变化。与对照组相比 , 皮层 CCK阳性神经元数低氟组

(100 mg/LNaF) 71.80 ±6.01、 高氟组 (200 mg/LNaF)

71.20±8.36, 均明显降低 (P<0.01);低氟加锌组 78.20 ±

10.32和高氟加锌组 77.35±8.62亦减少 (P<0.01);两两比

较 , 高氟加锌组较高氟组明显升高 (P<0.01), 低氟加锌组

较低氟组亦明显升高 (P<0.01)。提示不同浓度染氟均能使

皮层 CCK蛋白表达减少 , 且与染氟剂量成正相关;补锌后能

明显改善皮层 CCK蛋白表达减少。

关键词:氟化钠;胆囊收缩素;皮层
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许多研究证实 , 摄入过量氟可致机体多个系统损伤 , 有

文献报道长期摄入大剂量氟可造成动物大脑直接损伤 , 包括

神经细胞和神经纤维的退行性变或细胞凋亡 [ 1 , 2] , 而脂质过氧

化作用被普遍认为是氟中毒的重要机制之一 [ 3] 。因此 , 探讨

抗过氧化物质对氟中毒的影响日益受到重视。锌是机体必需

的微量元素 , 已有研究证实锌具有抗脂质过氧化作用 [ 4, 5] , 为

了寻求拮抗氟中毒的新型锌制剂 , 有效预防和治疗氟中毒 ,

特进行了本研究。

1　材料与方法

1.1　动物分组及饲喂方法

选用 6周龄的 Wistar大鼠 , 体重 (25±3)g, 由天津市

实验动物中心提供。共 30只随机分为 5组 , 每组 6只 , 即对

照组 , 自由饮用自来水;低氟组 , 自由饮 100 mg/L的氟化钠

(天津市化学试剂三厂)溶液;高氟组 , 自由饮 200 mg/L的

氟化钠溶液;低氟加锌组和高氟加锌组均在饲养前 5个月单

纯给氟 , 5个月后给氟同时加牛磺酸锌 0.34 g/L, 喂养至第 6

个月后灌注处死动物 。

1.2　实验方法

1.2.1　取材和切片　每只大鼠经 0.4%戊巴比妥钠腹腔麻醉

后 , 从左心室快速依次灌注生理盐水 100 ～ 150 ml, 4 ℃的

4%多聚甲醛 500 ml, 于 30 ～ 40min灌毕。迅速取脑置 4℃的

同样固定液中固定 7 ～ 9h后移入 20%蔗糖浸泡 12 h以上。恒

冷箱冰冻切片 (50 μm), pH7.4的 0.01 mol/L磷酸盐缓冲液

(PBS)切片 , 切片进行 ABC免疫组化反应。

1.2.2　免疫组化染色　切片移入 Triton-H2O2中 37 ℃、 30

min后用 PBS漂洗 , 再用 3%正常羊血清封闭 30min, 然后加

CCK抗体 (1∶2 000, Sigma产品) 4 ℃孵育 72 h。 漂洗后加

二抗孵育 60 min, 漂洗 , 然后入卵白素-生物素-酶复合物

(ABC, Vector公司)孵育 60 min, 用 0.05%二氨基联苯胺

(DAB)0.01%H
2
O

2
(Sigma产品)显色 , 镜下控制孵育强

度 , 裱片 、 脱水 、 透明 、 封片。

1.2.3　CCK阳性神经元计数　每组选取相同断面皮层结果

清晰的脑片 20张 , 分别计数各组皮层 CCK阳性细胞数目。

1.3　数据处理

数据以均数 ±标准差 (x±s)表示 , 输入 SPSS11.5统计

软件进行单因数方差分析及两两比较 q检验 (P=0.05水
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准)。

2　结果

在光镜下 , 与对照组相比 , 低氟组和高氟组皮层 CCK阳

性神经元数均明显降低 (P<0.01), 低氟加锌组和高氟加锌

组亦减少 (P<0.05);两两比较 , 高氟加锌组较高氟组明显

升高 (P<0.01), 低氟加锌组较低氟组亦明显升高 (P<

0.05)。见表 1。

表 1　各组大鼠海马各区 CCK阳性细胞数比较 (x±s)

组别 动物数 (只) 阳性神经元数　

对照组 6 81.75±6.85

低氟组 6 71.80±6.01＊＊

低氟加锌组 6 78.20±10.32＊

高氟组 6 71.20±8.36＊＊

高氟加锌组 6 77.35±8.62＊

注:与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01。

3　讨论

胆囊收缩素 (cholecystokinin, CCK)是脑内含量最丰富

的神经肽之一 , 皮层是中枢 CCK阳性神经元的高分布区。有

实验发现 , CCKa受体缺乏大鼠的学习记忆能力明显降低 , 焦

虑反应则明显增强 [ 6] , 但注射 CCK拮抗剂可明显抑制动物的

学习记忆功能 [ 7] , 可见 , CCK是脑内参与学习记忆的关键物

质之一。

氟是化学性质极活泼的元素 , 机体摄入过量氟后 , 氟可

直接攻击氧 , 干扰氧代谢导致氧自由基增多。锌是金属酶的

组成成分 , 能与细胞膜上类脂质中的磷酸根和蛋白质中的巯

基结合 , 保护细胞膜的完整性 , 从而阻止脂质过氧化及巯基

氧化 [ 8] 。锌在肠道及体内使结合态氟增加而离子态氟降低 ,

从而减少氟的吸收和减轻氟的毒性 [ 9] 。另有报道 [ 10] , 氟中毒

能导致大脑皮层神经细胞 DNA损伤 , 而锌对 DNA损伤的保护

作用最重要的一点是 ,作为 DNA聚合酶和 RNA聚合酶的必需

成分 , 锌能够稳定其结构 ,在一定范围内有利于修复损伤 [ 11] 。

本实验结果显示 , 与对照组大鼠皮层 CCK阳性神经元数

相比 , 低氟组和高氟组皮层 CCK阳性神经元数均明显降低

(P<0.01);低氟加锌组和高氟加锌组亦减少 (P<0.01);

而高氟加锌组较高氟组明显升高 (P<0.01), 低氟加锌组较

低氟组亦明显升高 (P<0.01)。本实验为进一步证实牛磺酸

锌对氟中毒的拮抗作用提供了一定的依据。
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