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硒对铅暴露致神经损伤的拮抗作用研究 *
张旭慧 1# 官能成 1# 赵 芳 2 骆文静 2 陈景元 2△ 刘明朝 2△

(1第四军医大学生物医学工程学学员队 陕西西安 710032；
2第四军医大学军事预防医学系军队劳动与环境卫生学教研室 陕西西安 710032)

摘要 目的：研究铅暴露诱导的神经毒性损伤作用，明确铅暴露引发神经毒性损伤的部分机制以及硒的保护作用。方法：通过哺乳

期染铅及补充硒建立铅暴露动物模型；通过 TUNEL实验确定铅暴露引发的神经损伤；通过 Western blot实验检测 Bax、Bcl-2、
Caspase-3水平确定铅暴露对凋亡途径的启动；并确证补硒在铅神经毒性作用下对机体的保护作用。结果：1.哺乳期铅暴露能够引

起仔鼠海马神经细胞凋亡的发生；2.铅暴露能够诱导 Bax/Bcl-2水平改变，激活 Caspase-3。3.同时给予硒干预后，机体抗铅神经毒

性能力显著增加。结论：1.铅暴露能够诱导海马部位神经毒性损伤，损伤可能通过启动凋亡途径而发生，2.补硒能够通过拮抗凋

亡发生从而拮抗铅的神经毒性，产生保护作用。
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The Effect of Selenium Supplementary on Lead Induced Neurotoxicity*

To investigate the effect of lead exposure on neurotoxicity, and to identify the mechanism of lead exposure

on neurotoxicity and clear protection effect of selenium supplementary. Establish the lead exposure and selenium

supplementary animal model by lactation lead exposure and supplementary with selenium. The damage caused by the lead on the

hippocampal neurons were detected by in situ TUNEL assay. The activity of apoptosis-related proteins was detected by Western blot; The

protective effect of selenium supplementary in lead neurotoxicity was also confirmed. 1. Lactating lead exposure could induce

hippocampal neuronal apoptosis; 2. Lead exposure could alter the expression of apoptosis-related proteins such as Bax, Bcl-2 and

Caspase-3. 3. Selenium supplementary could alleviate lead neurotoxicity. 1. Lead exposure could induce hippocampal

neuronal injury and this injury may trigger by apoptosis pathway; 2. Selenium supplementary may resist lead induced apoptosis thereby

protect neurons from lead neurotoxicity.

Lead exposure; Pregnant SD rats; Apoptosis; Hippocampal neurons

前言

铅作为一种工业原料被人类社会广泛使用，我国是铅开采

大国，同时也是铅消费大国（2011年 12月份我国铅产量占世

界总产量的 47.63%），随着工业的发展，人类活动的扩张，铅在

人类生活环境中及在自然界中人类足迹到达的地方的分布越

来越广泛、含量越来越高。而作为一种人类认识最为古远的毒

物之一，铅对人体各部位、各器官均能造成损伤 [1，2]。铅对人体

各组织系统的影响中，神经系统的受累最严重[3]。中枢神经系统

是铅毒性作用最为敏感的靶器官之一，长期接触铅可引发学习

记忆等功能的不可逆损害[4]。但是铅暴露与机体损伤的时空关

系及其确切机制尚未完全阐明。为进一步研究铅暴露的损伤作

用及其损伤的机制，以及硒对铅的拮抗作用，本研究以哺乳期

SD仔鼠为研究对象，采用哺乳期染铅，并给予硒进行干预，来

研究铅暴露引起机体损伤的可能机制及硒的保护作用，进一步

为铅神经损伤的机制及其预防提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 实验动物 SD孕鼠（购于第四军医大学实验动物中心)。
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1.1.2 主要试剂 醋酸铅、亚硒酸钠购于 SIGMA公司(USA)；
In situ TUNEL试剂盒购于 Roche公司(Germany)。DAPI荧光染
料购于碧云天生物公司；抗大鼠 Bax、Bcl-2、Caspase-3等一抗

及相应二抗均购于 Millipore(USA)公司。
1.1.3 主要仪器 凝胶成像分析仪(美国 SYNGENE公司)；激

光共聚焦显微镜(Olympus公司)；紫外可见分光光度计(日本岛

津公司)；-85 ℃超低温冰箱(美国 NuAire公司)；SIM-F140制冰

机(日本三洋公司)；超声波细胞 /组织粉碎机(美国 Sonics 公

司)；Allegra 64R低温高速离心机(美国 Beckman Coulter公司)；
5415D小型高速离心机(Ependoff公司)。
1.2 实验方法
1.2.1 铅暴露及补硒动物模型建立 选取孕 18 天 SD 母鼠，

随机分为对照组，染铅组，染铅补硒组；常规饮食适应 3天，产

仔后，各组按前述分组给予不同组分的饮水：对照组饮用去离

子水；染铅组饮用含醋酸铅的去离子水，染铅剂量为 100 ppm[5]；

染铅补硒组饮用含醋酸铅及亚硒酸钠的去离子水，染铅剂量为

100 ppm，亚硒酸钠含量为 0.2ppm[6]。暴露持续时间为整个哺乳

期(21 d)。
1.2.2 组织样品提取 染铅结束后(22 d)，部分仔鼠麻醉后处
死，冰上取脑组织，分离海马，称重，剪碎，加裂解液于冰上裂解

30 min后以超声粉碎仪破碎细胞，15000 rpm，4℃离心 15 min，

取上清，蛋白定量后，以上样缓冲液及裂解液调节各组间蛋白

浓度一致，100 ℃ 5 min后置入 -85℃超低温冰箱备用。另一部

分动物麻醉状态下以 0.9%生理盐水经左心室冲洗，4%多聚甲

醛快速冲洗(150 mL)及慢速滴灌(250 mL)。灌注完成后于冰上
取完整脑组织，置入 10%，20%，30%蔗糖溶液梯度脱水后以冰

冻切片机行连续切片(20 滋m)置入 -85℃超低温冰箱备用。
1.2.3 原位凋亡检测 (In situ TUNEL assay) 参照 TUNEL原

位检测法检测海马神经元损伤，组织切片复温后以 PBS洗涤 5

min/3 次；4% 多聚甲醛固定细胞 5-10 min；0.1% Triton X-100

透化 15 min；PBS漂洗 5 min/3次；1% BSA封闭 30 min；为阴

性对照加 100 滋L标记液（管 2）；酶反应液（管 1）与标记液按 1:

9混合；吸收多余液体，使样品周围略干；每样加混合反应液 30

滋L左右，37 ℃饱和湿度下避光孵育 60 min；PBS 洗 5 min× 3

次；加入核衬染物 DAPI，室温孵育 15 min；PBS洗 5 min× 3

次；抗萃灭封片剂封片，激光共聚焦下观察记录实验结果。

1.2.4 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)及 Western blot检

测蛋白表达 配制 12%或 10%的分离胶和 5%的积层胶；每

孔上样 20 滋L。电泳 80 V/30 min，120 V/90 min后，250 mA/90

min将凝胶中蛋白转移至 NC 膜；以 5%脱脂牛奶室温封闭 1

h。加一抗，于 4 ℃过夜；TBST洗膜 5 min/3次；加相应二抗，37

℃孵育 1.5 h；洗膜 15 min/3次；滴加化学荧光试剂，在暗室中

用凝胶成像分析仪扫描各免疫印迹条带灰度值并进行分析。

1.3 数据处理

实验数据以均数± 标准差 (mean ± standard deviation)表

示。应用 ANOVA检验进行样本均数间的差异性比较，数据由
SPSS16.0软件统计处理，P < 0.05为有显著性差异。

2 结果

2.1 铅暴露对仔鼠大脑海马部位神经细胞凋亡的影响

与对照组相比，哺乳期铅暴露后，仔鼠大脑海马部位凋亡

细胞数目呈显著性增高。阳性细胞数为 44.34± 8.41，对照组为
15.36± 3.70，两组之间对比有显著性差异 (P< 0.05)。

2.2 铅暴露对仔鼠大脑海马部位凋亡相关蛋白表达的影响及

硒的拮抗作用

与对照组相比，哺乳期铅暴露后，仔鼠大脑海马区域 Bax

图 1 哺乳期铅暴露对仔鼠大脑海马区域神经细胞凋亡的影响

Fig.1 The effect of lactating lead exposure on SD rat pups hippocampal

neuronal apoptosis

图 2 哺乳期铅暴露及补硒对仔鼠大脑海马区域凋亡相关蛋白表达的影响. * vs Con P < 0.05. # vs Pb P < 0.05

Fig.2 The effect of lactating lead exposure and Se supplementary on SD rat pups hippocampal apoptosis-related proteins expression. * vs Con P < 0.05. #

vs Pb P < 0.05
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表达水平呈增高趋势，而 Bcl-2 表达水平呈降低趋势，染铅组
Bax/Bcl-2比值显著高于对照组(P<0.05)；此外，与对照组相比，

染铅组 Caspase-3蛋白的表达水平也呈增高趋势(P<0.05)。哺乳

期铅暴露并给予硒拮抗后，染铅补硒组 Bax/Bcl-2比值显著低

图 3 哺乳期铅暴露及补硒对仔鼠大脑海马区域 caspase-3活性的影响. * vs Con P < 0.05. # vs Pb P < 0.05

Fig.3 The effect of lactating lead exposure and Se supplementary on SD rat pups hippocampal caspase-3 activity. * vs Con P < 0.05. # vs Pb P < 0.05

图 4 哺乳期铅暴露及补硒对仔鼠大脑海马区域神经细胞凋亡的影响

Fig.4 The effect of lactating lead exposure and Se supplementary on SD rat pups hippocampal neuronal apoptosis

3 讨论

本实验检测了哺乳期铅暴露对 SD仔鼠大脑海马部位神

经细胞凋亡水平的影响，结果显示哺乳期铅暴露可导致 SD仔

鼠大脑海马区域神经细胞凋亡水平增高，进一步研究结果显示

铅暴露可导致仔鼠大脑海马部位 Bax/Bcl-2 比值增高，Cas-
pase-3蛋白表达水平升高。而在哺乳期染铅的同时补硒，可以

拮抗上述凋亡相关蛋白的变化，并缓解仔鼠大脑海马部位神经

细胞的凋亡发生。

细胞凋亡是机体维持自身稳定的一种基本生理机制，是有

许多基因产物及细胞因子参与的一种程序性死亡[7]。通过细胞

凋亡途径，机体可消除损伤、衰老与突变的细胞来维持自身的

内环境稳定和各种器官及系统的正常功能[8]。本实验中仔鼠在

哺乳期接受铅暴露后，检测结果显示，仔鼠大脑海马部位出现

较对照组更显著的细胞凋亡。因此可以证实，哺乳期铅暴露，即

铅通过乳汁暴露于仔鼠，可诱导仔鼠大脑损伤，尤其是在海马

区域。

研究表明，所有动物细胞都具有类似的凋亡机制，Caspase

家族在细胞凋亡的分子机制网络中居核心地位，这种凋亡方式

被称为 Caspase依赖性的细胞凋亡。Caspase活化是细胞凋亡

于染铅组(P < 0.05)；而与染铅组相比，染铅补硒组 Caspase-3蛋

白的表达水平也呈降低趋势(P < 0.05)。
2.3 补硒对铅致仔鼠大脑海马部位神经细胞凋亡的影响

哺乳期铅暴露可以导致仔鼠大脑海马部位神经细胞出现

显著性的凋亡，而凋亡相关蛋白检测结果显示，哺乳期铅暴露

可致仔鼠凋亡相关蛋白 Bax/Bcl-2比值显著升高，并促使 Cas-

pase-3蛋白的表达水平增高；而在染铅合并补硒组，硒能够有

效地拮抗铅所导致的凋亡相关蛋白 Bax/Bcl-2 的变化及 Cas-
pase-3的蛋白表达。在染铅合并补硒后，仔鼠大脑海马神经细

胞的凋亡数目显著低于染铅组，染铅组海马部位凋亡阳性细胞

数为 47.26 ± 11.03，染铅补硒组为 21.53 ± 6. 15，两组之间比
较有显著差异( P < 0.05)。
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执行阶段的中心环节，Caspase的家族成员 Caspase-3被认为是

这一家族中的关键蛋白酶，活化的 Caspase-3可作用于其他的
一些 Caspase家族成员并降解凋亡细胞中的某些成分。实验证

明，在凋亡发生前抑制 Caspase-3的活性，可有效的拮抗凋亡的

发生[9]。另外，细胞凋亡同时还可能受到多种相关基因的调节，

Bcl-2是研究最早的与凋亡相关的基因，Bcl-2基因家族分布在

线粒体外膜等处，家族成员包括细胞凋亡抑制基因如 Bcl-2，
Bcl-xL等；以及细胞凋亡促进基因如 Bax，Bak等。Bcl-2和 Bax

的蛋白水平高低与凋亡调控过程直接相关，Bax增高可促进细
胞凋亡，而 Bcl-2增高则抑制细胞凋亡。因此 Bcl-2和 Bax被认

为是抑制和促进细胞凋亡最重要的两个基因[10]。本实验也检测

了凋亡相关基因 Bcl-2和 Bax的蛋白表达水平。检测结果显示

与对照组相比，仔鼠海马区域脑组织中 Bcl-2/Bax比值显著升

高。同时我们也检测了仔鼠海马区域脑组织中 Caspase-3的活
性，结果显示，与对照组相比，Caspase-3的活性也显著升高。提

示铅通过乳汁暴露于仔鼠，可激活相关脑区细胞凋亡通路。

硒（Se）因为其广泛的生理作用如抗氧化[11, 12]、提高机体免

疫力[13]而被熟知。机体持续缺硒可增加死亡风险[14]，导致免疫功

能低下等等。研究认为，适当的补充硒可提高对病毒[15]的抵抗

力，维持男性和女性的生殖能力，并能够降低自身免疫性甲状

腺疾病的风险[16]。前瞻性研究显示机体较高的硒状态对前列腺

癌[17]，肺癌[18]，大肠癌[19]，和膀胱癌[10]等癌症的治疗和预后均有

益处。研究还表明它能够有效地拮抗认知能力损伤[20]。本研究

在哺乳期大鼠染铅的同时也在饮水中补充了适当的硒。检测结

果表明，在染铅的同时补硒，可有效的拮抗铅诱导的 Bcl-2/Bax

比值升高以及 Caspase-3的活化，提示硒能够拮抗铅的损伤作

用；同时染铅补硒组仔鼠海马区域神经细胞凋亡水平低于染铅

组也验证了硒对铅的拮抗作用。

综上所述，本实验初步阐明了哺乳期铅暴露对仔鼠大脑海

马组织的损伤作用，凋亡通路的激活在铅诱导的损伤过程中的

重要作用，以及硒对铅损伤作用的保护作用，为进一步阐明铅

神经毒性的作用机制以及探寻有效的防护措施提供实验依据。
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