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母体铅暴露对仔鼠海马组织中 P2X7 受体表达的影响 
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摘要：为探讨母体铅暴露对其仔一代小鼠的海马组织中 P2X7 受体蛋白表达的影响，将雌性小鼠自妊娠第 1 d 起开始经饮水染铅

（0.1%、0.5%和 1%的浓度溶解在去离子水中，对照组饮蒸馏水）至仔鼠出生后 21 d 断乳为止。在出生后第 21 d，随机抽取各组仔鼠，

分别采用石墨炉原子光谱吸收法测定血液和海马组织内铅的含量，免疫组织化学和 Western blot 检测海马组织中 P2X7 受体蛋白的表

达。各个铅暴露组中血铅水平和海马组织的铅含量要显著高于对照组（P<0.05）。与对照组相比，铅暴露组中 P2X7 受体的表达显著

增加（P<0.05)。母体铅暴露使铅在仔鼠体内蓄积，提示血铅和海马组织中铅含量的升高，从而引起海马组织中 P2X7 受体的过量表

达，可能会引起海马组织神经元的功能损伤，进而损伤了神经系统，引起神经毒性。 
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Abstract: In order to investigate the effects of maternal lead (Pb) exposure on the expression of P2X7 receptor in the hippocampus of 

mouse offspring, female mice were administered Pb through their drinking water, from the first day of gestation until the pups were weaned, at 

21 days of age. Lead acetate was dissolved in distilled deionized water at concentrations of 0.1%, 0.5%, or 1%. The control group received only 

distilled water. At postnatal day 21, blood and hippocampal Pb levels were determined by graphite furnace atomic absorption spectrometry, and 

the expression of P2X7 receptor in the hippocampus was examined by immunohistochemistry and western blotting. Blood and hippocampal Pb 

levels of all lead-exposure groups were significantly higher compared with the control group (P < 0.05). Additionally, the expression of P2X7 

receptor was increased in Pb-exposed groups in comparison with the control group (P < 0.05). Maternal Pb exposure led to the Pb accumulation 

in mouse pups, and it increased Pb levels in the blood and hippocampus. Consequently, P2X7 receptor was overexpressed in the hippocampus of 

these pups, which may contribute to the dysfunction of hippocampal neurons, causing damage in the nervous system and neurotoxicity. 
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铅是生活环境中普遍存在的一种重金属，对人体

的各个系统和器官都有损伤作用，其中危害最大的是

神经系统,可导致神经系统损伤包括铅毒性脑病、周围

神经病变、听力障碍和认知缺陷等[1]。孕期铅暴露可

影响子代情感行为,损害其学习和记忆能力[2]。P2X 受

体是通过细胞外腺苷 5′-三磷酸盐激活的作为门控细

胞膜离子通道的嘌呤受体中的一个家族。P2X 受体包

含七个指定的亚型，P2X1-P2X7
[3]。他们广泛分布在

几乎每种起源细胞的大多数类型中，并且，它们参与 
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许多反应，如在末梢和中枢神经系统突触的传递，平

滑肌的收缩，血小板聚集，巨噬细胞的激活，细胞死

亡和免疫调节[4]。P2X7 受体的一个独特的特性是它的

激活可导致大型等离子体膜孔的形成，这些膜孔不仅

能通过离子，而且能通过 900 Da 的亲水分子。最近的

研究表明，P2X7-中介信号在缺血后和某些神经退行

性疾病的过程中能够触发凋亡细胞死亡。在中枢神经

系统（Central Nervous System，CNS）的小胶质细胞

和雪旺细胞，以及星形胶质细胞中已经发现了功能

P2X7 受体[5]。研究表明，新生大鼠缺氧缺血后 2 h，

P2X7 受体在患侧皮层、白质和海马组织内表达下调
[6]。研究表明，缺氧状态下，P2X7 受体可介导海马突
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触前膜谷氨酸 Ca
2+依赖性释放，并且 P2X7 受体介导

异丙酚对缺氧海马突触前膜谷氨酸Ca
2+依赖性释放的

抑制作用[7]。 

因为针对鼠 P2X7 受体的抗体选择性较差，而使

P2X7受体在末梢或中心神经元的存在一直备受关注，

最近的进展发现了在鼠 P2X7 受体中极具改善活性的

小分子受体拮抗剂[6]。在鼠的末梢感觉神经节，P2X7

受体似乎有选择性的被定位在胶质细胞[7]。P2X7 受体

最好的特征活性是能促使从巨噬细胞和小胶质细胞中

释放白细胞介素 1β（IL-1β），伴随着如细菌内毒素（脂

多糖，Lipopolysaccharides，LPS）类的物质的释放。 

众所周知，早期生活铅暴露可能对大脑发育造成

严重的后果。然而，铅暴露对大脑发育的潜在机理仍

不清楚。本研究将通过检测母体铅暴露仔鼠海马中

P2X7 受体表达的影响，来探讨铅神经毒性机制。 

1  材料和方法 

1.1  主要仪器与试剂 

Tecan Sunrise型酶标仪（瑞士Tecan公司），Z-5000

型石墨炉原子吸收光谱仪（日本日立公司），Trans-Blot 

SD 半干电泳转膜仪（美国 Bio-Rad 公司），Biosens

数字成像系统（上海山富科学仪器有限公司），Labscan

扫描控制和分析前处理软件（Amersham Biosciences

公司），Bio Imaging System 凝胶成像系统（美国 Gene

公司）。醋酸铅（PbAc，洛阳生物化学试剂公司），兔

抗 P2X7 受体（美国 Santa cruz 公司），辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔抗体（美国 Santa cruz 公司），DAB

显色试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司），蛋白

Marker（北京天根生化科技有限公司），过氧化物酶

标记的链酶卵白素（St-reptavidin/Peroxidase，SP）试

剂盒（北京中山金桥生物技术有限公司）。 

1.2  方法 

1.2.1  动物和处理 

选择健康成年SPF级昆明小鼠40只，体重17 g-22 

g，由河南省动物实验中心提供，动物合格证号：SCXK

（豫）2010-0002，动物在环境相对湿度50%~60%，

温度18 ℃~22 ℃，光照/黑暗分别为12 h的SPF级屏障

环境内饲养，每天18：00以雌:雄为2:1合笼，次日8：

00检查阴栓，发现阴栓为受孕第0 d。将孕鼠随机分为

4组，分别为对照（蒸馏水）组和低剂量（0.1% PbAc）、

中剂量（0.5% PbAc）、高剂量（1% PbAc）醋酸铅染

毒组，每组10只，分笼饲养。分别于妊娠期和哺乳期

（即妊娠第1 d至仔鼠出生21 d）采用自由饮水方式对

母鼠进行染毒。 

1.2.2  在血液和海马样本中进行铅浓度测定 

在仔鼠第21 d时，乙醇清洁尾部，断尾采取血液标

本，乙醚麻醉，断头，在冰上快速分离海马组织，经

消化后，用Z-5000石墨炉原子吸收光谱仪测定铅含量。 

1.2.3  免疫组化 

提取海马组织，恒冷切片机切片，收集 10 μm 厚

的切片。4%多聚甲醛固定，用 0.01 mol/L 柠檬酸盐缓

冲液、PBS、0.3% Triton X-100 和 5%正常血清的混合

液中浸泡 1 h。加入一抗，单克隆抗体兔抗 P2X7 受体

（1:100，Santa cruz），4 ℃恒温箱中孵育。第 2 d，用

0.01 mol/L PBS 冲洗后，再加入二抗，辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔抗体（稀释比为 1:1000）的 0.01 mol/L 

PBS 中恒温孵育 2 h，再用 DAB（含 0.003% H2O2、

0.03%、3,3-二氨基联苯胺）、0.05 mol/L Tris-HCl 的混

合液（pH=7.6）染色。最后用苏木精复染。图象分析

和结果判定：将脑组织切片置于德国 Lecia 显微照相

系统显微镜下，观察目的蛋白在仔鼠海马 CA1 区的定

位及表达情况。全面观察每张切片，每张切片随机选

择 5 个具有代表意义的高倍视野（×400）对海马 CA1

区进行观察分析，观察目的蛋白在仔鼠海马CA1、CA3

和 DG 区的定位及表达情况。以面密度（Area density）

和平均灰度（Average gray value）的均值作为统计指

标。面密度为目标总面积与统计场总面积之比，表示

阳性细胞的相对数量，面密度越高，说明阳性细胞数

量越多；该分析仪器的灰度级为 0-255 灰级，纯黑色

定为 0 级，纯白色定为 255 级，灰度级别和阳性细胞

反应强度呈反相关，平均灰度越高，说明反应强度越

低[8]。 

1.2.4  蛋白质分离和蛋白质印迹法 

解剖海马组织样本在含 2% SDS，10%甘油，2% 2-

巯基乙醇，溶解于 75 mM Tris-HCl 中的 0.002%溴酚

蓝的裂解缓冲液中匀浆。样品在 10% Tris/Glycine/SDS

聚丙烯酰胺凝胶中分离之前先加热到 95 ℃并保持 10

分钟。蛋白质随后通过聚偏二氟乙烯膜，并在 5%牛

奶中室温下封闭 2 h。一抗用兔抗 P2X7 受体抗体

（1:1000，Santa cruz）进行孵育 4 ℃过夜，用 TBST

稀释辣根过氧化物酶羊抗兔抗体（1:10,000，Santa 

cruz）后，室温摇床上孵育 2 h，ECL 发光试剂盒显色，

曝光，用 Bio imaging System 成像系统扫描蛋白条带

后，对 Western Blot 结果进行半定量分析。采用

bandscan V5.0凝胶分析软件对 P2X7受体和 β-actin的

灰度值进行分析，以 P2X7 受体/β-actin 作为 P2X7 受

体的相对表达水平。 
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1.3  统计分析 

所有实验数据用 SPSS 12.0 统计软件，对实验数

据进行处理，采用单因素方差分析方法，进行多样本

均数之间的比较，检验水准 =0.05。 

2  结果 

2.1  各组仔鼠血液及海马组织中的铅含量 

图 1 和图 2 显示了孕哺期铅暴露仔鼠血铅水平和

海马组织的铅含量。相比于对照组，铅暴露组的血液

和海马组织中的铅水平有显著的增加（F=54.14，

p<0.05；F=9.39，p<0.05）。 

 
图1 21天对照组和铅暴露组中仔鼠血液的铅含量（每组10只） 

Fig.1 Blood Pb levels in control and Pb-exposed animals at 

PND21. (n = 10 per group) 

注：*p<0.05。 

 
图2 21天对照组和铅暴露组中仔鼠海马组织的铅含量（每组

10只） 

Fig.2 Hippocampal Pb levels in control and Pb-exposed animals 

at PND21 (n = 10 per group) 

注：*p<0.05。 

2.2  铅暴露对仔鼠海马组织中 P2X7 受体蛋白

表达的影响 

图3是P2X7受体的在对照组和1%醋酸铅组仔鼠

海马组织CA1，CA3和DG区免疫反应的结果。从图3

和表1中我们可以看出，与对照组相比，P2X7受体的

在1%醋酸铅组仔鼠海马CA1和CA3免疫反应显著增

加，差异有统计学意义（p<0.05），但是在海马DG区，

差异无统计学意义（p>0.05）。 

 
图3 P2X7受体在海马CA1，CA3和 DG的免疫反应性 

Fig.3 P2X7 receptor immunoreactivity in hippocampal regions 

CA1, CA3, and DG 

注：（A，C，E）1%醋酸铅组，（B，D，F）对照组；（A，

B）CA1 区，（C，D）CA3 区，（E，F）DG 区（每组 n=3）。 

 

 
图4 对海马组织中P2X7受体蛋白的Western blot分析 

Fig.4 Western blot analyses of P2X7 receptor in hippocampal 

tissue 

注：a 用 Western blot 分析不同组小鼠海马组织内 P2X7 受

体蛋白，β肌动蛋白作为载入对照；b 用 Western blot 分析不同

组中 P2X7 受体表达水平。得到的值是 P2X7 受体蛋白与 β 肌

动蛋白的强度比（每组 n=10）（p<0.05）。 
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图4反应的是各组仔鼠海马组织中P2X7受体蛋白

表达的半定量。图4a是Western blot的一个代表性结果。

图4b反应的是不同组小鼠海马组织中P2X7受体的表

达情况。从定量的结果来看，对照组中的P2X7受体的

蛋白水平较低，而其在0.1%，0.5%和1%醋酸铅组中的

表达水平要高于对照组，并且其具有统计学显著差异

（F=63.81，p<0.05）。 

 

表1 P2X7受体在海马CA1,CA3和 DG的免疫反应性（ x s , n=10） 

Table 1 P2X7 receptor immunoreactivity in hippocampal regions CA1, CA3, and DG 

组别 
CA1 

 
CA3 

 
DG 

面密度 平均灰度值 面密度 平均灰度值 面密度 平均灰度值 

C 0.074±0.009* 208.27±30.02*  0.063±0.002* 210.02±19.23*  0.203±0.013 100.23±18.34 

H 0.415±0.037 80.14±11.23  0.334±0.017 90.31±16.13  0.257±0.011 98.24±17.38 

F 16.347 50.369  15.247 60.217  13.247 43.168 

P 0.0011 0.013  0.001 0.014  0.091 0.103 

注：ANOVA，与对照组比较，*p<0.05。 

3  结论 

3.1  铅暴露的主要靶目标是神经系统，对处于发育期

的大脑伤害尤其严重。铅中毒被认为是一种非常值得

注意的一种儿童健康问题。神经系统是铅暴露造成伤

害的主要靶目标，在胎儿时期极易受到这种损害[9]。

然而，母体铅暴露造成仔鼠神经毒性的机制仍未明确
[10]。 

3.2  研究表明 P2X7 受体在中枢神经系统的突出传导

过程中都发挥着重要功能。P2X7 受体被认为是一种

作为应答大脑受到急性损伤的调停物质，因为一旦底

物定位，P2X7 受体的合成就会迅速的增加来应答各

种各样的刺激，包括海马组织的苔藓纤维末梢[10]。

P2X7 受体应答各种信号级联，主要包括：迅速释放

的起始反映和对包括肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和

1L-1β 在内的促炎性细胞因子的加工[11]。在近期的研

究中，铅暴露组中，P2X7 受体在海马组织中的表达

较对照组的增高。 

3.3  P2X7 受体在小鼠的神经递质释放中起着明确的

作用[11]，但是 P2X7 受体在导致神经中毒过程中的功

能尚不清楚。在中枢神经系统中，P2X7 受体的表达

已经在活化的小胶质细胞，星形胶质细胞，突出前神

经终端包括海马组织苔藓纤维终端中得到报道[11]。报

道称，增强的 P2X7 受体在神经胶质分数的表达，通

过观察到铅暴露在不成熟的鼠脑中的结构表明星形细

胞池参与到病变。本研究结果表明，与对照组相比，

铅暴露组仔鼠血液和海马组织内铅的水平显著增加；

免疫组化结果显示，与对照组相比，P2X7 受体的在

1%醋酸铅组仔鼠海马 CA1 和 CA3 免疫反应显著增

加，但是在海马 DG 区，差异无统计学意义；Western 

blot 结果显示铅暴露组仔鼠海马组织内 P2X7 受体的

表达上调。 

3.4  研究表明，P2X7 受体在海马神经元生理功能的

发挥中起了一定的作用，而且可能参与谷氨酸能的传

递失调和激活作用包括小胶质细胞和心形胶质细胞的

活化作用[11]。特别是，P2X7 受体的活化作用或是超

表达，被发现与运动神经元的毒性和运动神经元的损

伤有关。在多发性硬化动物模型中，ATP-P2X7 受体

的封锁有神经保护作用[12]，如舞蹈病[13]，阿尔茨海默

病[14]，运动神经元损伤[15]。在我们前期的水迷宫实验

中，铅暴露组的学习记忆能力都比对照组的差[16]。 

3.5  结论指出，母鼠在孕期和哺乳期时的铅暴露，导

致仔鼠海马组织中 P2X7 受体表达的增加。结果意味

着，P2X7 受体可能在早期铅暴露仔鼠海马组织中发

挥着一定的作用，具体机制有待进一步研究。 
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