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摘要：目的 初步探讨２，５己二酮的神经毒性是否
与微管含量有关。方法 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠，２，５己二
酮２００和 ４００ｍｇ·ｋｇ－１，ｉｐ，连续 ８周（每周 ５ｄ），取
大脑、脊髓、坐骨神经组织匀浆，制备各组织上清和

沉淀，采用ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹方法检测α管
蛋白、β管蛋白的相对含量。结果 ２，５己二酮 ２００
和 ４００ｍｇ·ｋｇ－１，ｉｐ，后大脑沉淀和上清中的管蛋白
含量相当于对照组的 ８７％～１１４％，没有显著性变
化。脊髓沉淀中管蛋白的含量为对照组的 ８８％～
１０５％，２００ｍｇ·ｋｇ－１组上清中α管蛋白、β管蛋白的
含量相当于对照组的 ５９％（Ｐ＜０．０５）和 ４７％
（Ｐ＜０．０１），４００ｍｇ·ｋｇ－１组为 １２６％（Ｐ＜０．０５）和
１５６％（Ｐ＜０．０１）；坐骨神经沉淀中的含量相当于对
照组的 ８８％ ～１０９％，上清中的含量均明显降低
（Ｐ＜０．０１），相当于对照组的 ２２％ ～７０％。结论
２，５己二酮导致大鼠脊髓和坐骨神经中管蛋白含量
的变化，其含量改变与 ２，５己二酮的外周神经毒性
有关。
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正己烷作为溶剂广泛用于丙烯聚合溶剂、食用油

脂抽提溶剂、橡胶和涂料的溶剂及颜料的稀释剂等。

２，５己二酮（２，５ｈｅｘａｎｅｄｉｏｎｅ）是正己烷在体内的最终
代谢产物，是正己烷的毒物形式，可引起以感觉运动

型多发性周围神经病为主要临床特征的慢性中毒。

神经丝、微管（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ）、微丝是神经细胞中
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主要的细胞骨架成分，研究表明 ２，５己二酮导致大
鼠大脑皮层、脑干、脊髓、外周神经中神经丝减

少［１～３］。对于微管的报道较少，研究表明１００～４００
ｍｇ·ｋｇ－１２，５己二酮染毒大鼠导致中度神经行为异
常时坐骨神经中β管蛋白的含量未发生改变，组织
病理学方法显示０．５％２，５己二酮经饮水染毒连续
８周后，大鼠脊髓锥体束中微管数量未见明显变化，
未见有关大脑微管的报道［１，４］。本研究利用十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ
ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）和 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ印迹的方法研究２，５己二酮中毒大鼠坐骨神经、
脊髓和大脑等组织构成微管的α管蛋白（αｔｕｂｕｌｉｎ）、

β管蛋白（βｔｕｂｕｌｉｎ）含量的改变，以比较２，５己二酮
对不同组织中微管的影响，并初步探讨 ２，５己二酮
外周神经病变的发生机制。

１ 材料和方法

１．１ 材料

２，５己二酮购自德国 ＭｅｒｃｋＳｃｈｕｃｈａｒｄｔ公司；抗

α管蛋白、β管蛋白抗体（Ⅰ抗）购自 Ｓｉｇｍａ公司；辣
根过氧化物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ（Ⅱ抗）购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司。
１．２ 动物处理

雄性成年健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重１９０～２３０ｇ，中
国医学科学院医学实验动物研究所实验动物繁育场

提供。动物随机分为３组，每组１０只。２，５己二酮
设２００和４００ｍｇ·ｋｇ－１组，将２，５己二酮溶于生理盐
水中，经腹腔注射染毒，每周染毒 ５ｄ，每日 １次，连
续８周。同时设立生理盐水对照组。
１．３ 神经组织样品的制备

实验结束时断头处死大鼠，在冷环境下迅速取

出大脑、脊髓、坐骨神经并投入液氮中，然后转入

－８０℃保存备用。取适量组织加入相应体积的预冷
匀浆缓冲液（ｍｍｏｌ·Ｌ－１：ＨＥＰＥＳ１０，ＮａＦ５０，ＥＧＴＡ
１，ＥＤＴＡ１，左旋咪唑（ｌｅｖａｍｉｓｏｌ）２，ＰＭＳＦ１，ｐＨ
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６．８），移入玻璃匀浆器，在冰浴中匀浆。取匀浆液
２８０００×ｇ、４℃离心 ３０ｍｉｎ。取上清作为各组织上
清样品，沉淀中加入适量匀浆液，混匀作为沉淀样

品。Ｌｏｗｒｙ法进行蛋白定量［５］。
１．４ ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法［６，７］

分离胶和浓缩胶浓度分别为 ７．５％和 ４％。４０
ｍＡ稳流电泳，１００Ｖ、３ｈ转印至硝酸纤维素膜，脱脂
奶粉４℃封闭过夜。加入Ⅰ抗，室温反应 ３ｈ，漂洗
后加入Ⅱ抗，反应后漂洗，加入 ３，３′二氨基联苯胺
（３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色液，室温显色至出
现棕色条带。

１．５ 杂交带分析和数据处理

杂交带用 ＤＵＯＳＣＡＮＴ１２００扫描仪扫描，用 Ｉｍ
ａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ分析软件分析杂交带的 ＩＯＤ（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ）值，并用 ＳＴＡＴＡ６．０统计软件进行单
因素方差分析。

２ 结果

２．１ 大鼠中毒后的表现

２，５己二酮染毒后 ４００ｍｇ·ｋｇ－１组动物第 ２周
起皮毛出现不光滑、色黄、稀疏等异常，活动减少，体

重呈现负增长，后期腹部凹陷，身体呈现细条状，肌

张力降低，行走步态异常（如后肢间距增大、脚掌呈

外“八”字形等），以至不能完全支撑起身体，腹部几

乎贴近地面或笼底，随着染毒时间的延长，上述症状

逐渐加重，实验结束时全部出现后肢瘫痪。同时甩

尾实验、热板仪实验和足跖压痛觉测定结果表明，染

毒后动物热感觉敏感度降低，痛觉阈值提高，后肢撑

力实验和倒挂网格实验结果表明运动功能降低，后

肢张力呈减小趋势。２００ｍｇ·ｋｇ－１组动物中毒表现
相对较轻，后期体重较对照组低，并表现出明显的神

经行为异常，但后肢无瘫痪发生。

２．２ 微管含量的变化

２，５己二酮染毒后，大脑、脊髓、坐骨神经中α
管蛋白、β管蛋白的Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果及其含量变化
分别见图１。
２．２．１ 大脑中微管的变化

图 １Ａ、Ｂ结果表明 ２，５己二酮染毒后 ２００和
４００ｍｇ·ｋｇ－１组沉淀中α管蛋白的相对含量相当于
对照组的 １０４％和 １０６％，上清中的含量为 ８７％和
１１４％。沉淀中β管蛋白的相对含量在 ２００和 ４００
ｍｇ·ｋｇ－１组中分别为９１％和１００％（Ｐ＞０．０５），而上

清中分别为１０７％和１０１％（Ｐ＞０．０５）。实验组中微
管蛋白两个亚单位的含量无显著性变化。

２．２．２ 脊髓中微管的变化

图 １Ｃ、Ｄ结果表明 ２，５己二酮染毒后 ２００和
４００ｍｇ·ｋｇ－１组沉淀中α管蛋白的含量相当于对照
组的 ８８％和 １００％，β管蛋白分别为 ９７％和 １０５％，
均无显著变化。但上清中的含量呈现非剂量依赖性

的变化，α管蛋白在２００和４００ｍｇ·ｋｇ－１组中分别相
当于对照组的５９％（Ｐ＜０．０１）和１２６％（Ｐ＜０．０５），
而β管蛋白分别为４７％和１６５％（Ｐ＜０．０１）。
２．２．３ 坐骨神经中微管的变化

图１Ｅ、Ｆ结果表明２，５己二酮染毒后２００和４００
ｍｇ·ｋｇ－１组沉淀中α管蛋白的含量相当于对照组的
１０９％和８８％，β管蛋白分别为８８％和９２％，均无显
著变化。但两个剂量组的上清中的含量均呈现明显

的剂量依赖性降低，α管蛋白分别下降至 ７０％和
５８％（Ｐ＜０．０１），而β管蛋白降低为 ６２％和 ２２％
（Ｐ＜０．０１）。

３ 讨论

微管是神经细胞内重要的骨架蛋白，在神经细

胞和神经角质细胞中十分丰富。微管由微管蛋白组

成的原纤维纵向包围而成，而微管蛋白由α和β管

蛋白两个亚单位组成，其二聚体是构成微管的基本

单位。微管与细胞的发生、细胞运动、维持细胞形

态、轴浆转运等有关。

实验结果表明坐骨神经中管蛋白的含量呈现明

显的剂量依赖性的减少，脊髓中的含量呈现非剂量

依赖性的变化即低剂量组上清中的含量呈现降低趋

势，而高剂量组呈现升高趋势，而大脑中未发生明显

变化，说明２，５己二酮对不同组织中微管的影响是
不同的。近来通过动物模型进行的形态学的进一步

研究表明２，５己二酮导致的外周神经轴突萎缩是特
异性、神经毒性相关的效应，可以介导或促进神经功

能紊乱和行为异常。而轴突由特异性的轴突蛋白

（如ｐｉｅｃｔｉｎ，ＢＰＡＧ１ｎ／ｄｙｓｔｏｎｉｎ家族等）交联神经丝、微
管、微丝等构成的三维折叠序列维持［８，９］。因此可

以认为管蛋白的变化参与了轴突的萎缩及２，５己二
酮导致的外周神经病的发生。同时研究表明神经细

胞内的微管与信息传递如蛋白激酶信号传导有关，

信号分子直接与微管作用或通过蛋白质与微管

作用，因此信号传导的改变亦可能是２，５己二酮的
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毒作用机制之一。

实验结果表明２，５己二酮染毒后α管蛋白和β
管蛋白在坐骨神经上清中的含量明显减少，虽然沉

淀中未呈现明显变化，但可以认为 ２，５己二酮导致
坐骨神经中管蛋白含量的下降，此结果和 Ｃｈｉｕ等［１］

的报道不一致。Ｃｈｉｕ等利用 ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

印迹方法的研究表明，２，５己二酮经口染毒大鼠
（１７５，２５０，４００ｍｇ·ｋｇ－１）至中度神经行为指标异常
即步态异常和中度后肢张力减弱时坐骨神经和胫神

经匀浆中β管蛋白的相对含量未受影响。研究结论
不一致的原因推测可能与染毒剂量、时间及样品匀

浆液的制备有关。另外，本研究将匀浆液分为上清
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和沉淀分别进行检测，提高了实验的灵敏度。作者

推测上清中可能含有可溶性蛋白质、未组装和解聚

的骨架蛋白及亚细胞成分［１０］。实验中观察到的骨

架蛋白可能为未组装和解聚甚至降解的骨架蛋白。

正常骨架蛋白存在由亚单位到骨架蛋白的聚合和解

聚、降解的动态平衡过程。２，５己二酮可能干扰了
骨架蛋白的生物合成、聚合和解聚、降解等过程，从

而引起上清液中的变化。２，５己二酮引起的上清液
中骨架蛋白的变化为正己烷慢性中毒性周围神经病

的临床检测提供了一种可能的思路，亦是作者进一

步的研究目标。

目前对于微管变化的机制研究较少。研究表明

２，５己二酮染毒导致近端坐骨神经中管蛋白的磷酸
化升高，中度神经行为异常大鼠脊髓背根感觉中枢

β管蛋白的 ｍＲＮＡ无明显变化
［１１，１２］。体外实验表

明，大鼠大脑管蛋白在２，５己二酮的作用下，其聚合
的动力学和聚合物的形态均发生了改变［１３］。另外，

与微管关系密切的还有微管相关蛋白、ｔａｕ蛋白等，
尚需进一步研究。
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（本文编辑 石 涛）

《中南药学》杂志征订启事

《中南药学》杂志是由湖南省药学会主办，国内外公开发行的药学综合性学术期刊。国际刊号：

ＩＳＳＮ１６７２２９８１；国内刊号：ＣＮ４３１４０８／Ｒ。
本刊内容涵盖药剂、药理、药物分析、药物化学、生化药物、中药及天然药物、医院药学、药学教育等。主

要栏目有综述、专家论坛、专题讲座、研究论文、中药与天然药物、新药之窗、药物与临床、合理用药与临床药

学和药物不良反应、临床用药问题解答、研究生论文、学术争鸣、药物信息动态、药事管理和药界精英等。

本刊为双月刊，大１６开本，６４页码，印刷装帧精美，逢双月２０日出版，定价１０．００元／册。如需订阅，可
到当地邮局（邮发代号为４２２９０）或直接汇款至杂志社订购，全年订价６０元。

地址：长沙市人民中路８６号中南大学湘雅二医院内《中南药学》杂志社
邮编：４１００１１ 电话：０７３１４８９５６０２ 传真：０７３１２２５８４８７

《中南药学》杂志征稿启事

《中南药学》是湖南省药学会主办，国内外公开发行的医药专业性学术期刊。本刊为双月刊，大１６开本，
６４页码，主要栏目有综述、专家论坛、专题讲座、研究论文、中药与天然药物、新药之窗、药物与临床、合理用
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