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褪黑素对锰致小鼠运动障碍及纹状体损伤的影响
邓宇1，米超2，李乐慧1，徐冬辉3，徐斌1，刘巍1

( 1． 中国医科大学公共卫生学院环境卫生学教研室，辽宁 沈阳 110001; 2． 沈阳市卫生监督所学校卫生监督
科，辽宁 沈阳 110024; 3． 中国医科大学附属第一医院临床药理教研室，辽宁 沈阳 110001)

摘要: 目的 探讨褪黑素对锰致小鼠运动障碍及纹状体损伤的影响。方法 小鼠 84 只，均分为 6 组，分别为对
照组及低、中、高 Mn组，褪黑素 ( MT) 对照组和 MT +高 Mn组。第 5、6 组提前皮下注射给予 5 mg /kg MT，2 h后，
第 2 ～ 4 和 6 组分别腹腔注射给予 12. 5、25、50 和 50 mg /kg MnCl2，连续 2 周。观察小鼠的自主活动情况，检测纹状
体 GSH-Px、SOD和 γ-GCS的活力、表达及蛋白水平。结果 随着锰浓度的升高，自主活动和站立次数逐渐减少; 纹
状体 γ-GCS、GSH-Px和 SOD活力、蛋白表达水平逐渐下降，并呈剂量-效应关系。与高锰组比较，MT 干预组自主运
动和站立次数增加明显 ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) ; γ-GCS、GSH-Px 和 SOD 活力、阳性表达及蛋白水平均显著升高。
结论 本实验结果提示过量锰暴露可导致运动障碍及纹状体氧化损伤，褪黑素可能通过激活抗氧化酶 GSH-Px、SOD
和 γ-GCS发挥对它的拮抗作用。
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Effects of melatonin on manganese-induced dyskinesia and striatum injury in mice
DENG Yu* ，MI Chao，LI Yue-hui，XU Dong-hui，XU Bin，LIU Wei

( * : Department of Environmental Health，School of Public Health，China Medical University，Shenyang 110001，China)
Abstract: Objective Study the effect of melatonin on manganese ( Mn) -induced dyskinesia and striatum injury of mice．

Methods Eighty-four mice were randomly divided into six groups: they were the control group，low-dose Mn group，medium-
dose Mn group，high-dose Mn group，MT control group，and MT + high Mn group． The mice in fifth and sixth groups were in-
jected s. c with 5 mg /kg MT in advance，two hours later，all the mice except control and MT groups were injected i. p with
12. 5，25，50，and 50 mg /kg MnCl2，respectively everyday for two weeks． Observe the activity status of mice and detect the
activity and expression levels of GSH-Px，SOD and γ-GCS in striatum． Ｒesults With the elevation of Mn exposure level，the
frequency of activity and stand reduced，while the activity and expression of γ-GCS，GSH-Px and SOD in striatum were rised in
a dose-dependent manner． Comparing with high-dose Mn group，autonomic activity and stand of mice in MT intervention group
were increased significantly ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01，respectively) ，the activities and expression level of γ-GCS，GSH-Px，and
SOD were also elevated obviously． Conclusion The results suggested that the excessive exposure of Mn might induce dyskinesia
and oxidative damage of striatum，while melatonin could antagonize the effect by activating the antioxidant enzymes such as GSH-
Px，SOD，and γ-GCS．

Key words: manganese ( Mn) ; melatonin ( MT) ; striatum; dyskinesia; oxidative damage

锰是人体内的一种必需微量元素，由于环境因素

或职业因素长期接触锰能够引起神经毒性［1］。锰可
以通过血脑屏障，主要在纹状体和苍白球等基底神经

节中蓄积［2］。已有文献证实锰造成神经退行性病变
的机制之一是氧化损伤，即其可引起生物大分子损

伤，从而使神经细胞死亡［3］。人体可通过酶类抗氧
化防御系统发挥拮抗外源性重金属 ( 锰、镉、铅等)

所致的氧化损伤的作用，其中谷胱甘肽过氧化物酶

( glutathione peroxidase，GSH-Px ) 、超氧化物歧化酶
( superoxide dismutase，SOD) 及 γ-谷氨酰半胱氨酸合
成酶 ( γ-glutamylcysteine synthetase，γ-GCS) 是体内
三种重要的抗氧化酶。褪黑素 ( melatonin，MT) 是
由哺乳动物和人类的松果体产生的一种胺类激素。近
年来研究发现，MT可通过提高抗氧化防御酶的基因
表达而发挥间接抗氧化作用［4］。
本研究通过对小鼠染锰及提前给予褪黑素预处理，

观察小鼠的自主活动状况，检测 GSH-Px、SOD、γ-GCS
活力、表达和蛋白水平，研究锰是否引起小鼠自主活动障
碍和纹状体氧化损伤，探讨褪黑素对其是否具有拮抗作
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用，为锰中毒机制的研究及其防治提供实验依据。
1 材料与方法
1. 1 主要药物和试剂
氯化锰 (分析纯) 购自上海金山试剂厂，褪黑素

(标准品) 购自上海源叶生物科技有限公司，酚试剂购

自 Sigma公司，GSH-Px、SOD、γ-GCS活力检测试剂盒
购自于南京建成生物工程研究所，兔抗 γ-GCSh 抗体购
自于美国 Santa Gruz 公司，兔抗 Gpx-1 和鼠抗 SOD2 抗
体均购自于英国 Abcam公司，Western blotting相关试剂
均购于上海碧云天生物技术研究所，SABC和 DAB试剂
盒购自于武汉博士德生物工程有限公司。
1. 2 动物分组及染毒
选择健康清洁级昆明小鼠 84只，体重 ( 30 ±2) g，

雌雄各半，由中国医科大学实验动物部提供，实验动物

许可证号 SYXK (辽) 2008-0005。正式实验前适应性饲
养 1周。将实验动物按体重随机分成 6组，每组 14只。
分别为对照组、低 Mn组、中 Mn组、高 Mn组、MT对
照组和MT +高 Mn组。第 1 ～4组皮下注射 ( sc) 给予
0. 9%氯化钠，第 5、6 组 sc 给予褪黑素 5 mg /kg; 2 h
后，第 1和 5组 ip给予 0. 9%氯化钠，第 2 ～4组腹腔注
射 ( ip) 给予 12. 5、25、50 mg /kg MnCl2、第 6组 ip给
予 50 mg /kg MnCl2。注射容量均为 5 ml /kg。每天干预
及染毒各 1次，持续 2周。
1. 3 样本采集及测定指标
最后一次染毒后 24 h，用 ZZ-6 小鼠自主活动测试

仪检测小鼠的自主活动次数和站立次数。然后每组先取
10只小鼠乙醚麻醉，心脏放血处死，迅速开颅取出完整
大脑，冰浴下，切取纹状体。其中 6只小鼠纹状体制备
成 10%匀浆液用于严格参照试剂盒说明书检测 GSH-Px、
SOD、γ-GCS 活力。组织蛋白含量测定用 Folin-Lowry
法。另外 4只小鼠脑组织提取蛋白后，用 Western blot-
ting法检测 GSH-Px、SOD、γ-GCS蛋白水平，计算目的
蛋白灰度值与 β-actin 蛋白灰度值的比值，作为目的蛋
白的相对表达率。另外，取 4只小鼠麻醉后用 4%多聚
甲醛进行左心室灌流，取纹状体用 4%多聚甲醛固定，
用免疫组化法检测三者的蛋白表达，并分析三者的阳性

面积比 ( % ) 和积分光密度 ( IOD)。
1. 4 统计学分析
用 SPSS13. 0 软件进行数据处理，实验所得数据

以x ± s表示，采用单因素方差分析 ( ANOVA) 进行
组间差异的显著性检验，再组间比较用 Q 检验
( Students-Newman-Keuls，SNK) ，以 P ＜ 0. 05 为差异
有统计学意义。
2 结果

2. 1 小鼠自主活动次数和站立次数
从表 1 中可看出，随着锰浓度的升高，小鼠的活

动次数和站立次数逐渐减少，呈剂量-效应关系。与
空白对照组相比，高 Mn组中小鼠活动次数降低最为
明显 ( P ＜ 0. 01 ) ，中、高 Mn 组小鼠站立次数下降
( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ; 与高 Mn组比较，MT +高 Mn
组小鼠的活动次数和站立次数显著增加至 1. 64 和
1. 80 倍 ( P ＜ 0. 01) 。
表 1 锰对小鼠自主活动和站立次数的影响及

MT的干预作用 ( x ± s，n = 10)

组别 活动次数 站立次数

对照组 17. 87 ± 2. 10 90. 25 ± 12. 28
低 Mn组 16. 50 ± 5. 93 91. 00 ± 31. 37
中 Mn组 14. 38 ± 5. 01 65. 50 ± 14. 80*

高 Mn组 9. 63 ± 2. 33＊＊ 47. 13 ± 24. 04＊＊

MT对照组 18. 13 ± 6. 98 91. 50 ± 23. 63
MT +高 Mn组 15. 75 ± 4. 95# 84. 75 ± 13. 78##

注: 与空白对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与高 Mn 组比
较，#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01。

2. 2 纹状体 γ-GCS、GSH-Px和 SOD活力
由表 2 中可看出，随着锰浓度的升高，γ-GCS、

GSH-Px和 SOD 活力逐渐降低，呈剂量-效应关系。
与对照组比较，在中、高 Mn 组中，γ-GCS、GSH-Px
和 SOD活力均降低，在MT对照组中上述 3 种酶的活
力未见明显改变; 与高 Mn组比较，MT +高 Mn 组的
γ-GCS、GSH-Px 和 SOD 活力分别升高了 2. 45 倍、
1. 45 倍和 1. 60 倍。
表 2 锰对纹状体 γ-GCS、GSH-Px和 SOD活力的
影响及 MT的干预作用 ( x ± s，n = 6) U/mg pro

组别 γ-GCS GSH-Px SOD
对照组 10. 95 ± 2. 81 25. 22 ± 9. 50 94. 96 ± 18. 62
低 Mn组 11. 29 ± 3. 07 21. 78 ± 7. 96 96. 19 ± 21. 23
中 Mn组 6. 78 ± 3. 20* 12. 09 ± 5. 24＊＊ 66. 22 ± 29. 81*

高 Mn组 4. 07 ± 1. 95＊＊ 7. 14 ± 3. 40＊＊ 56. 34 ± 15. 68＊＊

MT对照组 11. 69 ± 3. 66 27. 18 ± 9. 32 97. 92 ± 24. 00
MT +高 Mn组 9. 98 ± 4. 28## 21. 45 ± 3. 15## 90. 10 ± 15. 41##

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与高 Mn组比较，#P
＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01。

2. 3 纹状体 γ-GCSh、Gpx-1 和 SOD2 阳性表达
免疫组织化学法检测小鼠纹状体 γ-GCSh、Gpx-1和

SOD2阳性表达见图 1 (封三)。如图 1和表 3所示，随
着染锰浓度的增高，γ-GCSh、Gpx-1 和 SOD2 的阳性面
积比 ( % ) 和 IOD逐渐增加。与对照组相比，在中、高
Mn组中，γ-GCSh、Gpx-1和 SOD2 的阳性面积比 ( % )
和 IOD均明显下降，而在MT对照组中三者的阳性面积
比 ( % ) 和 IOD 未见明显变化。与高 Mn 组相比，在
MT +高Mn组中 γ-GCSh、Gpx-1和 SOD2的阳性面积比
( % ) 和 IOD明显增加。
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表 3 锰对 γ-GCSh、Gpx-1 和 SOD2 表达的影响及 MT的干预作用 ( x ± s，n = 4)

组别

γ-GCSh Gpx-1 SOD2

阳性面积比

( % )
积分光密度

( IOD)
阳性面积比

( % )
积分光密度

( IOD)
阳性面积比

( % )
积分光密度

( IOD)
对照组 0. 72 ± 0. 12 12. 52 ± 2. 12 0. 66 ± 0. 14 6. 57 ± 2. 12 1. 39 ± 0. 54 11. 79 ± 2. 12
低 Mn组 0. 76 ± 0. 07 12. 75 ± 3. 39 0. 54 ± 0. 13 6. 10 ± 1. 63 1. 62 ± 0. 24 12. 07 ± 1. 77
中 Mn组 0. 54 ± 0. 24* 9. 20 ± 1. 88* 0. 28 ± 0. 23＊＊ 3. 72 ± 1. 09* 0. 89 ± 0. 24* 8. 97 ± 1. 13*

高 Mn组 0. 34 ± 0. 06＊＊ 6. 02 ± 1. 70＊＊ 0. 15 ± 0. 02＊＊ 2. 14 ± 0. 54＊＊ 0. 59 ± 0. 17＊＊ 7. 38 ± 0. 53＊＊
MT对照组 0. 74 ± 0. 09 12. 73 ± 1. 90 0. 70 ± 0. 14 6. 80 ± 1. 88 1. 60 ± 0. 07 11. 92 ± 1. 83
MT +高 Mn组 0. 71 ± 0. 01## 10. 55 ± 1. 39## 0. 44 ± 0. 11## 5. 35 ± 1. 41# 1. 22 ± 0. 41## 10. 83 ± 1. 93##

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与高 Mn组比较，#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01。

2. 4 纹状体 γ-GCSh、Gpx-1 和 SOD2 蛋白水平
Western blotting检测小鼠纹状体 γ-GCSh、Gpx-1

和 SOD2 蛋白水平见图 2。如图所示，检测到相应的
目的蛋白条带，将扫描条带进行灰度分析，目的蛋白

的相对水平以各组蛋白的灰度值与内参 β-actin 的灰
度值比较表示。随着锰浓度的增加，γ-GCSh、Gpx-1
和 SOD2 蛋白水平逐渐降低。与对照组相比，低、中
Mn 组 γ-GCSh、Gpx-1 和 SOD2 蛋白水平明显下降，
在 MT对照组中三者的蛋白水平未见明显改变。与高
Mn组相比，MT + 高 Mn 组 γ-GCSh、Gpx-1 和 SOD2
蛋白水平增加至 1. 53、1. 40 及 1. 42 倍。

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与高 Mn 组比较，

#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01。

图 2 锰对纹状体 γ-GCS、GSH-Px 和 SOD 蛋白的影响及
MT的干预作用

3 讨论
自 19 世纪 30 年代首次发现锰污染可引起锥体外

系神经系统疾病以来，环境锰污染对人体健康的危害

引起了广泛关注［5］。本实验通过测定小鼠的自主活
动次数和站立次数，脑纹状体 GSH-Px、SOD 和 γ-
GCS的活力、表达及蛋白水平，观察锰致小鼠运动

行为障碍和纹状体氧化损伤及干预物质褪黑素，深入

探讨锰致神经毒性的机制。
小鼠的自主活动次数和站立次数可反映小鼠的运

动功能，本实验运用 ZZ-6 小鼠自主活动测试仪检测
发现，随着锰浓度的增加，小鼠的活动次数和站立次

数均下降。此结果与 Matsuura 等［6］的结果一致，表
明锰引起的小鼠运动功能明显减低可能是锰通过血脑

屏障，在纹状体中蓄积，导致其内的神经元受损，出

现运动失调的症状。
有文献表明，氧化损伤可能是锰小鼠运动行为障

碍的机制之一［7］。γ-GCS、GSH-Px、SOD是体内重要
的酶类抗氧化系统: γ-GCS 是体内 GSH 合成的必要
的催化酶; GSH-Px 是机体内广泛存在的一种重要的
过氧化物分解酶; SOD 是生物体内重要的抗氧化酶。
正常机体的自由基氧化作用与抗氧化防御作用处于动

态平衡状态。从本实验测得的 γ-GCS、GSH-Px 和
SOD活力、阳性面积比和 IOD、蛋白表达可以看出，
与对照组比较，随着锰浓度的升高，GSH-Px、SOD
和 γ-GCS的活力、表达及蛋白水平均明显下降，其
结果可能由于清除自由基的酶类系统的防御功能减

退，动态平衡失调［8］。说明此实验中的染毒已使脑
纹状体组织产生氧化损伤。
褪黑素是重要的抗氧化剂，具有广泛的病理生理

功能，其作用主要表现能够直接清除氧自由基，从而

减轻对抗氧化酶的破坏作用。另外，研究发现褪黑素
具有脂溶性高、易于通过血脑屏障和细胞膜、毒性低
等优点［9］。本研究结果显示，与高 Mn 组相比，褪黑
素可以增加小鼠的自主活动次数和站立次数，使 γ-
GCS、GSH-Px和 SOD 活力、阳性面积比和积分光密
度、蛋白表达均增加。本实验也支持了既往关于褪黑
素具有可以抑制阿尔茨海默病、帕金森病、癫痫和中
风等疾病的作用［10］。上述结果说明褪黑素通过提高
抗氧化酶的活性来发挥间接的抗氧化作用，抑制锰诱

导纹状体氧化损伤，拮抗锰所致的小鼠运动障碍。
( 下转第 408 页)
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细胞凋亡成正相关，间接地反映了细胞的死亡情况。
本实验结果显示，随着锰浓度的增加，LDH 释放量
和细胞凋亡率增加，具有明显的剂量-效应关系。随
着染毒剂量的增加表现出明显的毒性，这可能与锰的

蓄积毒性有关。本实验所观察到锰对脑片神经细胞有
损伤，这可能是锰诱导神经细胞凋亡和诱发神经细胞

坏死共同作用的结果。
alpha-synuclein是一种中枢神经系统突触前表达

的可溶性蛋白，与帕金森病的发病有密切的关系。
alpha-synuclein在各种生理、环境因素的影响下异常
表达和聚集，通过一系列的氧化应激等生化反应，产

生对神经元的毒性作用。有文献报道［9］，alpha-synu-
clein表达增加，可以引起黑质纹状体部位产生的活
性氧和其他化学物质代谢障碍，引起脂质过氧化反

应、DNA损伤、线粒体呼吸链反应受阻，最终导致
细胞死亡。alpha-synuclein 的表达增加与许多因素有
关，如 pH值、温度、鱼藤酮、百草枯及重金属离子
铁、锌、铝等［10］。本实验结果显示，锰处理脑片可
以导致神经细胞中 alpha-synuclein 蛋白表达升高，这
可能是锰导致神经细胞损伤发生的又一重要因素。
综上所述，一定浓度的 MnCl2 对脑片神经细胞的

毒性作用可能与 alpha-synuclein 表达量增高密切相
关。但 alpha-synuclein蛋白在锰神经毒性中的具体作
用机制尚需进一步的深入研究。
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综上所述，本实验研究结果提示褪黑素可能是通

过保护锰中毒小鼠脑纹状体内的抗氧化酶 GSH-Px、
SOD和 γ-GCS，发挥拮抗锰致小鼠运动障碍和纹状体
氧化损伤的作用。
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