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　　［摘　要］　目的　探讨低剂量毒死蜱（ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ，ＣＰＦ）暴露对新生大鼠中脑黑质多巴胺能（ＤＡ）神经元发育
和神经行为的影响。方法　将出生后１１ｄＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠随机分为 ＣＰＦ组、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）组和生理
盐水（ＮＳ）组。ＣＰＦ组在大鼠出生后１１～１４ｄ经腹部皮下注射低剂量（每日５ｍｇ／ｋｇ）ＣＰＦ，其他两组分别注射
ＤＭＳＯ和ＮＳ作为对照。在生后１５ｄ、２０ｄ、３０ｄ及６０ｄ四个时间点，观察大鼠体重增长、脑外观、脑系数和脑含
水量变化；免疫组织化学方法检测黑质ＤＡ神经元酪氨酸羟化酶（ＴＨ）的表达；免疫透射电镜观察 ＤＡ神经元亚
细胞结构改变；生后３０ｄ和６０ｄ行旷场实验、握力实验、斜坡实验及Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验检测大鼠神经行为变化。
结果　各组大鼠在各观察时间点体重增长、脑外观、脑系数、脑含水量未见异常。ＣＰＦ组自生后３０ｄ开始与 ＮＳ
和ＤＭＳＯ组相比，不仅黑质ＴＨ表达进行性减少，部分ＤＡ神经元亚细胞结构发生改变，且逐渐出现活动减少，动
作协调障碍及学习记忆能力受损。结论　大鼠脑发育期暴露低剂量 ＣＰＦ，可诱导中脑黑质 ＤＡ神经元迟发性进
行性丢失，并影响大鼠远期运动和学习记忆能力。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１２）：９８９－９９４］
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　　儿童处在不断的生长发育过程中，发育中的脑
与成人相比，更易受外界有害环境因素的影响，甚至

造成永久性损害［１２］。我国是一个农业大国，农药是

我国最大的有害环境因素。毒死蜱（ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ，
ＣＰＦ）是一种中低等毒性的有机磷酸酯类农药，是目
前全球生产和销售量最大的农药品种之一。美国疾

病控制与预防中心多份调查报告显示［３４］，发达国家

城市人群尿样中毒死蜱的代谢产物检出率高达

８２％；而地面水和地下水都能检测出农药污染物，严
重威胁人类健康。虽然毒死蜱的胆碱酯酶抑制机制

所导致的神经系统损害已被公认，但近来研究发现

毒死蜱能通过非胆碱酯酶抑制途径导致神经发育毒

性［５１２］，其具体机制并未明确。农药的毒性作用与

剂量相关；当机体以一定的方式或途径染毒某种农

药，使某项观察指标开始出现异常或使机体开始出

现损害所需的最低剂量即“中毒阈剂量”；小于“中

毒阈剂量”称为“低剂量”，也就是通常被人们所认

为的“安全剂量”。因此，本研究建立了大鼠新生期

暴露低剂量毒死蜱模型，观察其有无急性中毒症状，

并动态观察到大鼠青春期及成年期，探索低剂量毒

死蜱对大鼠中脑黑质多巴胺能（ＤＡ）神经元的发育
和神经行为的影响。

１　材料与方法

１．１　主要药品试剂和仪器
酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）单克隆

抗体（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司），鼠 ＡＢＣ检测试剂盒（Ｖｅｃｔｏｒ
公司），多聚甲醛分析纯（Ｓｉｇｍａ公司），ＤＡＢ显色剂
（北京中山生物技术有限公司），１００％的 ＣＰＦ（ＡＲ
级别，美国陶氏益农公司），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ａｍ
ｒｅｓｃｏ公司）。ＳｈａｎｄｏｎＡＳ６２０冰冻切片机（美国
Ｂｅｃｋｍａｎ公司），旷场实验和Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验等设
备（中南大学湘雅二医院精神卫生研究所）。

１．２　实验动物和分组
新生ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠１９５只（湖南农业大学

动物中心），雌雄不限，体重１７～２０ｇ，随机分为ＣＰＦ
组、ＤＭＳＯ组和生理盐水（ＮＳ）组，各组再分成生后
１５ｄ、２０ｄ、３０ｄ及６０ｄ四个亚组，每个亚组各１６只，
其中８只用于观察脑外观、测定脑系数和脑含水量，
另８只检测黑质ＤＡ神经元标记物ＴＨ表达水平，同
时在生后３０ｄ和６０ｄ分别进行运动能力和学习记忆
水平评估；余下３只大鼠随机分配到 ＣＰＦ组、ＤＭＳＯ
组和ＮＳ组，在生后６０ｄ用免疫透射电镜观察其黑
质ＤＡ神经元亚细胞结构的改变。

１．３　方法
１．３．１　模型制作　　参照文献［６，１３］制作新生鼠暴

露低剂量ＣＰＦ（每日５ｍｇ／ｋｇ）动物模型。将脂溶性
ＣＰＦ溶解于ＤＭＳＯ，配制成浓度为５ｍｇ／ｍＬ的 ＣＰＦ
溶液，给药体积为每日１ｍＬ／ｋｇ。ＣＰＦ组在大鼠生
后１１～１４ｄ经腹部皮下注射ＣＰＦ（１ｍＬ／ｋｇ），每日１
次。ＤＭＳＯ组和 ＮＳ组分别用 ＤＭＳＯ和 ＮＳ取代
ＣＰＦ，每日１ｍＬ／ｋｇ。每天给药时间为８～１０ａｍ间，每
次给药前测量体重，根据体重给予当次给药剂量。

１．３．２　一般情况观察　　（１）每次给药完毕后观
察动物的一般情况，如：进食、一般活动，以及有无可

辨别的有机磷农药中毒的体征（震颤、流涎、抽搐、

呼吸抑制和死亡等）。（２）体重增长：体重增长绝对
值（ｇ）＝处死日体重（ｇ）－给药开始日体重（ｇ）；体
重增长率（％）＝（处死日体重－给药开始日体重）／
给药开始日体重×１００％。
１．３．３　脑组织病理学检查　　（１）脑组织外观：大
鼠在各时间点断头处死，开颅迅速取脑，沿脑桥上界

水平面切断，观察有无脑出血、充血、缺失、液化或萎

缩等。（２）脑系数及脑含水量测定：用电子分析天
平精密称量脑组织湿重，计算脑系数［１４］［脑系数

（％）＝脑组织湿重／体重 ×１００％］。按文献方
法［１５］作改进，依Ｅｌｉｏｔ公式计算脑含水量［脑含水量
（％）＝（脑组织湿重－脑组织干重）／脑组织湿重×
１００％］。
１．３．４　免疫组织化学方法检测黑质 ＴＨ表达水平
　　制作脑组织冰冻切片，厚度３５μｍ，留取黑质部
位按照免疫组化试剂盒说明进行检测，３％双氧水孵
育２０ｍｉｎ，小鼠抗大鼠的 ＴＨ抗体，１∶１０００稀释，
４℃冰箱过夜，ＰＢＳ漂洗，马抗小鼠二抗室温６０ｍｉｎ，
ＰＢＳ漂洗，ＡＢＣ复合物孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗，ＤＡＢ
显色，蒸馏水漂洗，贴片，梯度酒精脱水，二甲苯透

明，中性树脂封片。采用ＭｏｔｉｃＩｍａｇｅＡｄｖａｎｃｅｄ３．２
系统评估ＴＨ免疫阳性物的平均灰度值。反应显色
越深灰度值越小，表示ＴＨ表达越多。
１．３．５　免疫透射电镜观察 ＴＨ阳性细胞亚细胞结
构　　按照上述免疫组织化学法制作中脑黑质 ＴＨ
染色脑片，并在透射电镜下观察 ＴＨ免疫阳性细胞
中亚细胞结构的变化。

１．３．６　旷场实验　　采用小动物旷场分析箱［１６］，

检测大鼠在中央格停留时间（潜伏期）；三爪以上跨

入邻格的次数（穿越格数）；两前爪腾空１ｃｍ以上
或攀附墙壁次数（直立次数）。

１．３．７　握力实验　　根据文献［１７］改进，大鼠前腿

抓住一水平的塑料绳，直径０．３ｃｍ，离开桌面５０ｃｍ，
·０９９·
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记录大鼠掉下的时间（ｓ），非连续测试３次，取平均
值。评分标准：＜１０ｓ计１分；１０～３０ｓ计２分；３０ｓ
～２ｍｉｎ计３分；２～５ｍｉｎ计４分；＞５ｍｉｎ计５分。
１．３．８　斜坡实验　　大鼠放置在与地面倾斜５０度
角的较平滑木板上端，头向上方。观察大鼠在３０ｓ
内是否会从木板上滑下，记录滑下的次数。

１．３．９　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　采用经典 Ｍｏｒｒｉｓ水
迷宫设备，进行定位航行实验评估大鼠的学习和空

间记忆能力；空间探索实验评估大鼠对平台空间位

置记忆的保持能力。

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件包进行方差分析，所

有数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用
单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　一般情况观察
每次给药后观察１２ｈ，无大鼠出现进食和一般

活动障碍，未见急性有机磷农药中毒症状；各时间点

各组大鼠体重增长绝对值、体重增长率组间两两比

较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　大鼠脑组织外观、脑系数及脑含水量比较

各时间点各组大鼠脑系数及脑含水量组间两两比

较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。观察脑组织外观
均未发现出血、充血、缺失、液化或萎缩等病理改变。

２．３　ＣＰＦ对黑质ＤＡ神经元表达及亚细胞结构的
影响

ＣＰＦ组在生后１５ｄ和２０ｄ时 ＴＨ表达的灰度
值与ＤＭＳＯ组及 ＮＳ组比较，差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。从生后３０ｄ开始，ＣＰＦ组ＴＨ表达的灰度
值较ＤＭＳＯ组及ＮＳ组明显增强（Ｐ＜０．０５），在生
后６０ｄ时进一步增强（表１、图１），并与生后３０ｄ
ＣＰＦ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。同时，
利用透射电镜下观察生后６０ｄＣＰＦ组大鼠黑质ＤＡ
神经元，发现有部分 ＤＡ神经元出现亚细胞结构改
变。见图２。

表１　各组中脑黑质ＴＨ平均灰度值结果比较（ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 生后１５ｄ 生后２０ｄ 生后３０ｄ 生后６０ｄ

ＮＳ １２８±６ １２３±３ １１５±８ １２２±５
ＤＭＳＯ １２８±１０ １２６±８ １１７±５ １２０±６
ＣＰＦ １３５±１２ １２８±９ １３６±６ａ １４７±６ａ，ｂ

Ｆ值 ２．９６６ ０．７７７ １７．８２３ ２８．５１６
Ｐ值 ＞０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１

　　ａ：与ＤＭＳＯ组和ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与同组生后１５ｄ、２０ｄ

及３０ｄ比较，Ｐ＜０．０５

　　图１　生后６０ｄ大鼠中脑黑质ＴＨ阳性细胞表达（ＳＡＢＣ法，ＤＡＢ染色，×４）　免疫组织化学染色显示，ＣＰＦ组、ＤＭＳＯ
组、ＮＳ组大鼠中脑黑质部位均可见棕褐色的ＴＨ免疫复合物沉积在ＤＡ神经元的胞浆和神经突起处，ＣＰＦ组中脑黑质ＴＨ阳性细胞
数较ＤＭＳＯ组和ＮＳ组比较明显减少。箭头所示为ＴＨ阳性表达。

　　图２　生后６０ｄ大鼠中脑黑质ＴＨ阳性细胞免疫电镜图（×１００００）　ＮＳ组和ＤＭＳＯ组中均能观察到胞浆中较多ＴＨ免
疫阳性复合物，如箭头所示，细胞核膜清晰，染色质均匀；ＣＰＦ组部分神经元有超微结构的改变：ＴＨ免疫阳性产物少见，细胞器模糊，
线粒体体积增大，嵴呈不同程度的溶解，部分线粒体呈空泡样变或髓样变，且如箭头所示，部分神经细胞内核膜不完整或不规则，细

胞核形不规则，核内染色质凝集靠边。

２．４　对神经行为学的影响
２．４．１　旷场实验结果　　生后３０ｄ时ＣＰＦ组穿越

总格数少于ＤＭＳＯ组和ＮＳ组（Ｐ＜０．０５）；生后６０ｄ
时ＣＰＦ组穿越总格数进一步减少，明显少于 ＤＭＳＯ
·１９９·
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组和ＮＳ组（Ｐ＜０．０５），并与生后３０ｄ时 ＣＰＦ组相
比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图３）。生后６０ｄ
的ＣＰＦ组直立次数显著少于同时间点 ＤＭＳＯ组及
ＮＳ组（Ｐ＜０．０５），与生后３０ｄ时 ＣＰＦ组相比差异
也有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。
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　　图３　各组大鼠旷场实验中穿越总格数的比较（ｎ＝８）　
ａ：与同时间点ＤＭＳＯ、ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与生后３０ｄ的ＣＰＦ组
比较，Ｐ＜０．０５
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　　图４　各组大鼠旷场实验中直立次数的比较（ｎ＝８）　
ａ：与同时间点ＤＭＳＯ、ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与生后３０ｄ的ＣＰＦ组
比较，Ｐ＜０．０５

２．４．２　握力实验结果　　生后３０ｄ的ＣＰＦ组能抓
住绳子维持的时间评分与 ＤＭＳＯ组及 ＮＳ组比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；生后６０ｄ的 ＣＰＦ组能
抓住绳子维持的时间评分（１．６４±０．６０）比 ＤＭＳＯ
组（４．２８±０．６１）及 ＮＳ组（４．２１±０．６６）明显缩短
（Ｐ＜０．０５），ＤＭＳＯ组与ＮＳ组之间差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。
２．４．３　斜坡实验结果　　生后３０ｄ的ＣＰＦ组从斜
坡上滑下的次数相对 ＤＭＳＯ组及 ＮＳ组有增加，但
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；生后６０ｄ的 ＣＰＦ组
从斜坡上滑下的次数（８±２）进一步增加，与 ＤＭＳＯ
组（３±１）和 ＮＳ组（４±２）比较差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），ＤＭＳＯ组及ＮＳ组之间差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。
２．４．４　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验结果　　训练中各组随
生后日龄的增加找到平台的逃避潜伏期都显著缩

短，说明存在训练的天数累加效应（Ｐ＜０．０５）；生后
３０ｄ的 ＣＰＦ组逃避潜伏期长于 ＤＭＳＯ组和 ＮＳ组，
但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；生后６０ｄ的 ＣＰＦ
组逃避潜伏期明显长于ＤＭＳＯ组和ＮＳ组（Ｐ＜０．０５），
并与生后 ３０ｄ时 ＣＰＦ组相比差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）（图５）。空间探索实验发现，ＤＭＳＯ组和
ＮＳ组在目标平台象限的游泳距离比例比其他象限
高，而且其他３个象限的搜索轨迹多呈均匀随机分
布；生后３０ｄ的ＣＰＦ组在目标平台象限的游泳距离
比例比ＤＭＳＯ组和 ＮＳ组低，但差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；生后６０ｄ的ＣＰＦ组在目标平台象限的
游泳距离比例进一步减少，且搜索轨迹多集中在原

来的起始象限或相邻象限，与ＤＭＳＯ组及ＮＳ组相比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），并与生后３０ｄ时
ＣＰＦ组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图６。
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　　图５　各组大鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中逃避潜伏期的比
较（ｎ＝８）　ａ：与同时间点 ＤＭＳＯ、ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与生后
３０ｄ的ＣＰＦ组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图６　各组大鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中目标平台象限游
泳距离比的比较（ｎ＝８）　ａ：与同时间点ＤＭＳＯ、ＮＳ组比较，Ｐ＜０．０５；
ｂ：与生后３０ｄ的ＣＰＦ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

神经系统的发育是一个精密的过程，生命早期

由于脑处于发育的关键阶段，比生命的其他任何时

期都更容易受到有害因素的影响，且造成的不良影

·２９９·
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响可能更隐匿或持久［１８］。许多疾病都与生命早期

环境因素的暴露有关，如出生缺陷、１型糖尿病、哮
喘、白血病和脑肿瘤等。哈佛大学的相关研究发现

有２００多种环境化学物质对发育中的脑有害，但除
了铅和汞等少数物质外，绝大多数没有得到有效管

理，其造成的疾病所带来的影响比目前认知的要多

得多［２］。ＣＰＦ是目前全球生产和销售量最大的有机
磷酸酯类农药之一。Ｄａｖｉｓ等［１９］发现按国家规定标

准施药后，ＣＰＦ仍可在生活环境中持续存在，使暴露
于ＣＰＦ的婴幼儿虽没有明显有机磷类农药中毒症
状，但出现较频繁作鬼脸似的行为异常。本研究组

既往研究也发现［２０］，低剂量 ＣＰＦ暴露后，大鼠在生
命早期虽无近期中毒症状，但海马的细胞生物平衡

紊乱可持续到青春期（生后３０ｄ），并使青春期和成
年期（生后６０ｄ）焦虑情绪增加。因此，人们在日常
生活中不经意的通过呼吸道、消化道和皮肤黏膜等

多种途径广泛暴露于ＣＰＦ中，即使没有急性有机磷
中毒症状，也不代表安全，对于发育中的大脑而言尤

其具有潜在风险。

ＤＡ神经元从血液中摄取酪氨酸，经胞浆中的
ＴＨ催化，生成多巴，再经芳香族氨基酸脱羧酶的作
用生成多巴胺，在这过程中 ＴＨ是多巴胺合成的限
速酶，当ＴＨ表达下降时即表示 ＤＡ神经元的丢失。
本研究显示，大鼠在新生期暴露低剂量 ＣＰＦ后，在
青春期时，黑质ＴＨ表达下降，并在成年期时表达下
降更明显；同时，在成年鼠黑质ＤＡ神经元中可以观
察到部分细胞已经开始有亚细胞结构受损的表现，

这都证实了青春期和成年期大鼠黑质 ＤＡ神经元受
到了进行性的损害。

中脑黑质致密部ＤＡ神经元的进行性丢失是帕
金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的特征性病理改变
之一。尽管大多数ＰＤ是一个在生命晚期发病的神
经退行性疾病，但目前已认为生命早期的环境毒素

暴露可能与之相关。ＰＤ有着特征性的临床表现，如
运动迟缓、肌强直、姿势步态异常和静止性震颤；也

可能出现智能减退、行为情感异常等高级神经活动

障碍，并可在运动功能明显受损之前出现。为了探

索ＣＰＦ所致ＤＡ神经元进行性丢失是否可以引起类
似ＰＤ的行为学改变，本研究采用了目前ＰＤ样动物
检测运动行为和认知最常用的方法进行论证。旷场

实验观察自然状态下动物的活动情况，主要用来检

测动物对新奇环境的探索能力及自发运动能力，进

而反映其与运动和认知相关的脑功能情况，直立活

动反映动物对新鲜环境的好奇程度；握力实验评价

大鼠的四肢肌力和运动协调能力；斜坡实验中如果

大鼠频繁的从木板上滑下，暗示大鼠出现了一定的

肌僵直；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验属于动物行为学的经典
实验，主要用于学习、记忆及认知能力方面的研究。

因为行为学异常一般并非单一表现形式，可能是多

种障碍形式的综合表现，而这些功能障碍常常相互

影响，因此本研究综合以上实验发现，大鼠新生期暴

露低剂量ＣＰＦ，虽然没有短期内的行为异常，但随着
年龄的增长，大鼠旷场实验中穿越总格数以及直立

次数进行性减少，握力实验中大鼠前肢握绳的时间

缩短，以及斜坡实验中大鼠频繁的从木板上滑下，这

些都说明大鼠远期的主动运动能力、运动协调能力

受到进行性影响。同时，随着年龄的增加，ＣＰＦ组大
鼠的空间学习和参考记忆功能进行性受损，并伴有

记忆提取能力受损。

由于不能引起自身可觉察的急性有机磷中毒症

状，低剂量 ＣＰＦ暴露往往易被忽视。然而，本研究
却发现低剂量 ＣＰＦ暴露对大鼠脑发育和远期行为
有重要影响。世卫组织区域间研究组组长 Ｔｅｒｒｉ
Ｄａｍｓｔｒａ博士说，“儿童特别脆弱，接触环境毒素后
反应与成人不同，而且这种反应可能根据他们正经

历的不同发育阶段而有所不同”。生命早期不良事

件的发现对于探讨有关疾病的病因及预防具有重要

的意义，并因此被《科学》杂志高度评价［２１２２］。环境

因素不同于遗传因素，它可加以有效控制，因此，对

致病的环境因素了解越多，就有更多条件进行保护

和预防，这对于发病率高，致残率高，疗效差的帕金

森病意义尤为重大。
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中国医师协会新生儿专业委员会暨中国医师协会

第二次全国新生儿科学术会议征文通知

经中国医师协会新生儿专业委员会常委会研究决定，并报中国医师协会学术会员部批准，第二次全国新生儿科学

术会议定于２０１２年３月２３日～２５日在北京召开。现开始征文，与新生儿各专业有关的论文（基础研究、临床研究、护
理及管理等）均可投稿，参加会议者将授予国家级继续教育学分６分。请将论文电子版全文及８００字以内的结构式摘
要发至新生儿专业委员会办公室电子邮箱：ｘｉｎｓｈｅｎｇｅｒｗｙｈ＠１２６．ｃｏｍ，投稿截止日期为２０１２年２月２９日。

联系人：张倩　　　　电　话：０１０－８４０２４７１６

中国医师协会新生儿专业委员会

２０１１年１０月２０日
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