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摘要：目的 探讨急、慢性铅中毒对大鼠海马活化

的细胞外信号调节激酶２（ＥＲＫ２）含量的影响及其与
海马ＣＡ１区长时程增强（ＬＴＰ）的关系。方法 大鼠

怀孕后分别饮用蒸馏水或 ０．２％醋酸铅溶液，断乳
后鼠仔则直接饮用，于３０ｄ后测定ＬＴＰ，并取海马作
为慢性铅中毒标本测定ＥＲＫ２含量。正常３０ｄ大鼠
海马片稳定培养 ２ｈ后，分别用含或不含 ２０μｍｏｌ·
Ｌ－１醋酸铅的人工脑脊液孵育，不同时间点收集，作
为急性铅中毒标本测定 ＥＲＫ２含量。用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印
迹法测定标本活化的 ＥＲＫ２含量。结果 高频刺激

后对照组和慢性铅中毒组峰电位分别为刺激前的

１８５％和８８％；慢性铅中毒组活化的 ＥＲＫ２则比对照
组降低了 ４６％。海马片培养中，对照组活化的
ＥＲＫ２含量基本保持不变，铅中毒组在 ３０和 ６０ｍｉｎ
时分别下降了 ６８％和 ３３％，１２０ｍｉｎ后恢复到正常
水平。结论 活化的ＥＲＫ２含量降低可能是铅中毒
致使ＣＡ１区ＬＴＰ不能形成的原因之一。
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铅是环境中主要的污染因素。铅暴露，尤其是

发育期，可引起智力缺陷和行为异常，但其机制至今

尚无共识［１］。海马是大脑学习记忆的关键部位，长

时程增强（ｌｏｎｇｔｅｒｍｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ）则是学习记忆
中必不可少的组成部分［２］，因此研究铅抑制ＬＴＰ形
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成机制具有非常重要的意义。丝裂原活化蛋白激酶

（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）是信号从细胞
表面传导到细胞核的重要传递者。涉及细胞生长、分

裂、死亡等多种细胞生理功能。目前，在哺乳动物细

胞已鉴定出 ４条 ＭＡＰＫ信号传导通路：ＥＲＫ１／２（ｐ４４
ＭＡＰＫ／ｐ４２ＭＡＰＫ），ＪＮＫ，Ｐ３８，ＥＲＫ５通路。现有研究
表明细胞外信号调节激酶２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔ
ｅｄｋｉｎａｓｅ２，ＥＲＫ２）在 ＬＴＰ及学习记忆中具有重要作
用［３］。急、慢性铅中毒对海马ＬＴＰ的影响现已多有报
道［１，４］。但急、慢性铅中毒对 ＥＲＫ２的影响却鲜见报
道。本文通过检测海马活化的 ＥＲＫ２含量来探讨铅
干扰ＬＴＰ及影响学习记忆的机制。

１ 材料与方法

１．１ 材料

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重 ３００～３５０ｇ，由中国医科大学
实验动物中心提供。兔磷酸化 ＥＲＫ２多克隆抗体，
购于Ｐｒｏｍｅｇａ公司；辣根过氧化酶标记的山羊抗兔
二抗，购于北京中山生物技术有限公司；苯甲基磺酰

氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ），购于 Ｓｉｇｍａ公
司；二硫苏糖醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）、乙二醇双四乙酸
（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｂｉｓｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＧＴＡ）购于华美生
物工程公司。ＵＰ５０Ｈ型超声波细胞破碎仪为
ＧｅｐｒｕｆｔｅＳｉｃｈｅｒｈｅｉｔ公司产品。
１．２ 动物分组

健康成年雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠受孕后即分成 ２组，
一组饮用蒸馏水为对照组；另一组饮用 ０．２％醋酸
铅溶液，为慢性染铅组。各自持续整个妊娠期和哺

乳期。为确保相同营养条件，每窝只保留幼鼠８只，
于２１ｄ断乳，对照组新生大鼠改为直接饮用蒸馏
水，慢性染铅组新生大鼠开始饮用 ０．２％醋酸铅溶
液。出生后３０ｄ，两组交替进行ＬＴＰ测定。
１．３ 慢性铅中毒长时程增强测定

采用时利德等［５］方法测定海马ＣＡ１区ＬＴＰ，但
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电极位置不同，刺激电极插入前囟后 ２．８ｍｍ，右侧
旁开２．８ｍｍ，皮质下３．０ｍｍ处；记录电极为前囟后
２．８ｍｍ，右侧旁开１．２ｍｍ，皮质下１．５ｍｍ。

高频刺激后，用单脉冲刺激检验诱发的峰电位

（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｐｉｋｅ，ＰＳ）幅值变化及变化维持的时间，
如ＰＳ的平均幅值高于或低于基线值，变化 ＞１０％，
统计学处理有意义，并维持 ＞３０ｍｉｎ，高者定义为
ＬＴＰ，低者定义为长时程抑制（ｌｏｎｇｔｅｒｍｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，
ＬＴＤ）。
１．４ 慢性海马脑片标本制备

ＬＴＰ测定后，大鼠颈部脱臼，迅速取出海马，放
入液氮中，此为慢性铅中毒或对照组海马样品。

１．５ 急性海马脑片标本的制备［４］

出生３０ｄ健康大鼠，颈部脱臼法处死，迅速取
出海马，放入预冷的人工脑脊液（ＡＣＳＦ，ｍｍｏｌ·Ｌ－１：
ＮａＣｌ１２４，ＫＣｌ４．４，ＣａＣｌ２２．５，ＭｇＳＯ４１．３，ＮａＨ２ＰＯ４
１，ＮａＨＣＯ３２６，葡萄糖 １０）中。将海马横切为 ３５０

μｍ脑片放到 ６孔培养板中，分为对照组和铅中毒
组。用预先通以 ９５％ Ｏ２＋５％ ＣＯ２的混合气体的

ＡＣＳＦ灌流，流速 １ｍＬ·ｍｉｎ－１；温度 ３２．５～３３．５℃。
稳定２ｈ后，铅中毒组改用含２０μｍｏｌ·Ｌ

－１醋酸铅的

ＡＣＳＦ灌流。醋酸铅加入培养板时间计时为 ０ｍｉｎ。
分别于０，３，７．５，１５，３０，６０，１２０ｍｉｎ收集脑片，此为
急性铅中毒海马样品；对照组始终 ＡＣＳＦ灌流并与
急性铅中毒组同一时间收集脑片。

将培养的脑片放到０．５ｇ·Ｌ－１ＭＴＴ中室温观察
１５ｍｉｎ，如颜色由白变黑则证明存活［６］。在所有脑
片收集完成后剩余的脑片仍然存活则保留所收集的

样品，否则弃之不用。

１．６ 活化的ＥＲＫ２含量测定［７］

将收集到的海马脑片样品立即放到预冷的裂解

缓冲液中。４℃超声粉碎后，１７０００×ｇ离心 １ｈ，取
上清分装。用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ测定蛋白质含量，用牛血清
白蛋白为标准。用 １０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白质，
每孔蛋白含量为 ２０μｇ。用磷酸化抗体，常规 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ印迹法测定活化的 ＥＲＫ２含量。将蛋白印迹显
影图扫描，再利用ＣｈｅｍｉＩｍａｇｅｒ５５００Ｖ２．０３图像分析
软件对实验结果进行分析，灰度值代表酶含量，以对

照组酶含量为１，铅中毒组与其对比。
１．７ 统计学分析

数据以珋ｘ±ｓ表示；用 ＳＰＳＳ１０．０软件统计包进
行独立样本 ｔ检验。

２ 结果

２．１ 高频刺激前后海马ＣＡ１区峰电位幅值比较
高频刺激前，对照组ＰＳ基线值为（０．９５±０．３８）

ｍＶ，铅中毒组为（１．１３±０．４８）ｍＶ；两者比较无显著
性差异（ｎ＝６，Ｐ＞０．０５）。高频刺激后，对照组的
ＰＳ幅值明显升高（图 １），平均为刺激前的 １．８５倍；
而铅中毒组ＰＳ下降到刺激前的８８％。两组在同一
时间的ＰＳ值进行对比具有显著性差异。

Ｆｉｇ１． Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｌｅａｄｅｘｐｏｓｕｒｅ（ＣＬＥ）ｏｎ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ．Ａ：ｅｘ
ａｍｐｌｅｓｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｔｒａｃｅｓｏｆｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｐｉｋｅ（ＰＳ）ｒｅｃｏｄｉｎｇｆｒｏｍｒａｔｓ
ｏｆｃｏｎｔｒｏｌａｎｄＣＬＥｉｎ５ｍｉｎｂｅｆｏｒｅ（ａ）ａｎｄ２０ｍｉｎａｆｔｅｒ（ｂ）ｈｉｇｈ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｔｉｍｕｌａｎｔ（ＨＦＳ）．Ｂ：ｄｅｆｉｎｅｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｆＰＳｂｅｆｏｒｅ
ＨＦＳａｓ１００％．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅ
ｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ．

２．２ 慢性铅中毒对海马活化ＥＲＫ２含量的影响
本法可同时检测活化的ＥＲＫ１（分子量４４ｋｕ）和

ＥＫＲ２（分子量 ４２ｋｕ），ＥＲＫ１与本实验关系不大，故
未进行结果计算。以对照组活化的ＥＲＫ２含量为１，
则慢性铅中毒组为０．５４±０．０２，与对照组相比具有
显著性差异（ｎ＝３，Ｐ＜０．０１，图２）。
２．３ 急性铅中毒对海马活化ＥＲＫ２含量的影响

图３结果以各组０ｍｉｎ时的灰度值为１，以后各
时间点均以其为基准进行对照。可以看出醋酸铅

２０μｍｏｌ·Ｌ
－１灌流 ３～１２０ｍｉｎ，活化的 ＥＲＫ２含量在

３０ｍｉｎ明显下降，１ｈ开始有所回升，到２ｈ基本回
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Ｆｉｇ２． ＡｃｔｉｖｅＥＲＫ２ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｃｈｒｏｎｉｃｌｅａｄｅｘｐｏｓｕｒｅ，ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ．

Ｆｉｇ３． ＡｃｔｉｖｅＥＲＫ２ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｌｉｃｅｓｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈａｃｕｔｅｌｅａｄｅｘｐｏｓｕｒｅ（ＡＬＥ），ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ．Ａ．ｅｘａｍｐｌｅｏｆＡＬＥａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｏｆａｃｔｉｖｅＥＲＫ２
ｉｎｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｓｌｉｃｅｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ．Ｂ．ｄｅｆｉｎｅｄ
ｅｖｅｒｙｇｒｏｕｐ０ｍｉｎａｃｔｉｖｅＥＲＫ２ａｓ１，ｏｔｈｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｉｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｉｍｅｐｏｉｎｔｏｆｃｏｎｔｒｏｌ．

到正常水平。而对照组活化的 ＥＲＫ２含量基本没有
变化。

３ 讨论

海马是大脑学习记忆的关键部位，ＬＴＰ则被认
为是学习记忆重要的电生理指标［２］，它是突触活动

的易化现象，包括诱导和维持两个过程。不同部位

及刺激所诱导的ＬＴＰ有不同的神经机制。研究显示

海马的 ＣＡ１ＣＡ２和 ＣＡ３区对学习记忆非常重要。
在空间记忆的行为训练中 ＥＲＫ２的磷酸化局限到
ＣＡ１／ＣＡ２区神经元［８］。基因改变的小鼠显示在ＣＡ１
区不能诱导 ＬＴＰ，同时也显示空间记忆缺失，然而
ＣＡ３区或齿状回不能诱导ＬＴＰ则对空间记忆没有影
响［９］。铅中毒可导致空间记忆损伤，故选定 ＣＡ１区
ＬＴＰ为测定指标。结果表明在高频刺激前对照组和
染铅组的ＰＳ幅值无明显差异；而高频刺激后，染铅
组的幅值较对照组明显降低，甚至诱导后的ＰＳ幅值
比诱导前还低，即引起了ＬＴＤ，是铅抑制ＬＴＰ的表现
形式，与报道相似［４］。

为进一步探讨铅抑制 ＬＴＰ的机制，作者对慢性
铅中毒海马活化的 ＥＲＫ２含量进行了测定，结果发
现活化的ＥＲＫ２含量下降了 ４６％，与对照组相比较
有明显差异。已有文献证明 ＥＲＫ２通路在海马 ＬＴＰ
中起非常重要作用［３］。高频刺激后可以引起 ＣＡ１／
ＣＡ２区活化的ＥＲＫ２不包括ＥＲＫ１含量升高，并证明
该升高是依赖 ＮＭＤＡ受体的［１０］；预先用 ＰＤ０９８０５９
和Ｕ０１２６［１１］抑制ＥＲＫ２的激活则大鼠 ＬＴＰ不能形成
和空间学习记忆的损害。因此，作者认为铅中毒导

致的海马活化的 ＥＲＫ２含量降低是 ＬＴＰ抑制和空间
学习受损的可能机制之一。同时作者又测定了急性

铅中毒海马脑片活化的 ＥＲＫ２含量，结果表明急性
铅中毒组在３０ｍｉｎ时ＥＲＫ２含量达到最低，１ｈ逐渐
升高，２ｈ基本回到正常水平。Ｈｕｓｓａｉｎ等［１］在相同
的实验条件下，于 ３０ｍｉｎ时测定了 ＬＴＰ，结果显示
ＣＡ１区 ＬＴＰ不能形成。因此，活化的 ＥＲＫ２含量下
降也可能是导致急性铅中毒后ＬＴＰ不能形成的原因
之一。

铅可以通过对其上游信号分子作用来对 ＥＲＫ２
进行调节［１２］，一是蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）可通过 Ｒａｓ→
Ｒａｆ１→ＭＥＫ途径（Ｒａｓ途径）；其二是蛋白激酶 Ａ
（ＰＫＡ）通过 Ｒａｐ１→ＢＲａｆ→ＭＥＫ途径（Ｒａｐ途径）来
调节ＥＲＫ。而铅对 ＰＫＣ［１３］和 ＰＫＡ［１４］的抑制作用均
有报道。

同时作者注意到，慢性铅中毒组大鼠的高频刺

激后ＰＳ幅值下降幅度比文献报道的 ＥＫＲ抑制剂的
还大，这进一步说明铅中毒导致的 ＬＴＰ抑制不仅仅
是作用于 ＥＲＫ２这一点引起的，而是 ＮＭＤＡ受体、
ＰＫＣ等多位点综合作用引起的。

本实验结果同时也提出了新问题，如急性铅中

毒后２ｈ活化的ＥＲＫ２含量回到正常水平，此时是否
能够诱导形成ＬＴＰ？机制是什么？这些问题均有待

·８６· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００４ Ｆｅｂ；１８（１）
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