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铅暴露导致小鼠学习记忆功能障碍及海马蛋白激酶 Ｂ表达降低

彭　博１，游园园２，孙黎光２

（中国医科大学 １．门诊部，２．基础医学院生物化学与分子生物学教研室，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：目的　探讨蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ）在慢性铅暴露所致小鼠学习记忆功能障碍中的作用。方法
５～６周龄小鼠交配后，铅暴露组仔鼠通过胎盘、乳汁和饮水饲醋酸铅２．４，４．８和９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１，连续４２ｄ。
第４２天水迷宫实验测平台潜伏期；检测血及脑铅浓度；Ｓａｎｎａ方法检测仔鼠海马 ＣＡ１区长时程增强（ＬＴＰ）
和群峰电位幅值（ＰＳ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测脑海马总 ＰＫＢ（ｔＰＫＢ）及磷酸化 ＰＫＢ（ｐＰＫＢ）的表达。结果
与正常对照组相比，铅暴露组小鼠寻找平台时间明显延长（Ｐ＜０．０５）。正常对照组血铅为（０．０５±０．０２）ｍｇ·Ｌ－１，铅
暴露组分别为 ０．２９±０．０６，０．９１±０．１５和（１．４６±０．３７）ｍｇ·Ｌ－１；正常对照组脑铅为（０．１２±
０．０５６）μｇ·ｇ－１，铅暴露组分别为２．０７±０．５５，１０．１８±１．５１和（１４．２０±２．６３）μｇ·ｇ－１。学习记忆降低程度与
血铅、脑铅浓度成正相关（ｒ＝０．６７８，ｒ＝０．６４５，Ｐ＜０．０１）。高频刺激后，正常对照组的ＰＳ幅值明显升高，为
刺激前的１．７６倍，而铅暴露组ＰＳ幅值下降到刺激前的８５％。与正常对照组比较，暴露铅４．８及９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１

组，ＰＳ幅值明显下降（Ｐ＜０．０１）。铅暴露组的 ＬＴＰ诱发成功率亦有所下降。小鼠海马 ＣＡ１区 ＬＴＰ损伤程
度与血铅、脑铅浓度呈正相关（ｒ＝０．６５９，ｒ＝０．６３８，Ｐ＜０．０１）。铅暴露组小鼠脑海马ｐＰＫＢ表达均明显降
低，并具有浓度效应关系。ｐＰＫＢ表达与血脑铅浓度呈负相关（ｒ＝－０．８４０，ｒ＝－０．８１３，Ｐ＜０．０１），与学习
记忆能力损伤程度呈负相关（ｒ＝－０．６６８，Ｐ＜０．０１）。铅对小鼠海马神经元细胞 ｔＰＫＢ的表达无影响。
结论　慢性铅暴露可导致学习记忆功能下降，可能与海马ｐＰＫＢ表达下降有关。
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　　铅暴露会导致儿童学习记忆功能低下，严重影响
儿童生长期的智力发育［１］，其机制尚不清楚。本课题

组前期研究发现，铅暴露通过影响蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）、细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒｏｃｅｌ
ｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）、钙／钙调素依赖性蛋白激
酶Ⅱ（Ｃａ２＋／ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，
ＣａＭＫⅡ）等蛋白激酶的活性，进而导致染铅鼠学习记
忆功能下降［２－８］。ＰＫＢ／Ａｋｔ途径可激活多种底物，调
节细胞的存活、分化、增殖和代谢等［９］。Ｒｏｄｇｅｒｓ
等［１０］报道ＰＫＢ／Ａｋｔ也参与神经元及胶质细胞的存
活、分化和凋亡等。本研究拟观察慢性染铅对小鼠学

习记忆行为、长时程增强（ｌｏｎｇｔｅｒｍｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＬＴＰ）
及小鼠海马ＰＫＢ表达的影响，进一步探讨铅暴露导
致学习记忆功能障碍的机制。
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１　材料与方法

１．１　药物、试剂和仪器
总ＰＫＢ多克隆抗体和磷酸化 ＰＫＢＴｈｒ４７３多克

隆抗体（兔抗大鼠、小鼠和人）购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ、羊抗兔ＩｇＧ
二抗和ＥＣＬ发光检测液购自北京中杉金桥生物技术
有限公司；蛋白预染标志物，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；抗
β肌动蛋白抗体，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ；ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒，北京碧云天生物技术有限公司；ＳＤＳ、丙
烯酰胺甲叉双丙烯酰胺（ＡｃｒＢｉｓ）、苯甲基磺酰氟化
物、乙二胺四乙酸、抑肽酶、人工脑脊液（ＡＣＳＦ）组分
及醋酸铅等试剂均为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。

低温高速离心机（Ｓｉｇｍａ），ＵＰ５０Ｈ型超声粉碎
机（美国 ＧｅｐｒｕｇｔｅＳｉｃｈｅｒｈｅｉｔ公司），ＶＥ１８０型电泳
仪（上海天能科技有限公司），ＤＹⅡ型转印槽和
ＤＹＣＰ３１ＤＮ型水平电泳仪（北京六一仪器厂），图像
分析成像软件（ＣｈｅｍＩｍａｇｅ５５００Ｖ２．０３），ＺＱＰ８６振
动切片机、ＭＥＺ８３０１微电极放大器、ＳＥＮ３３０１刺激
器、ＳＳ２０２Ｊ隔离器和ＨＸＤ２０００电信号处理分析软
件（北京华翔公司）。
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１．２　动物铅暴露方法
昆明系小鼠，体质量２８～３４ｇ，由中国医科大

学实验动物部〔许可证号 ＳＣＸＫ（辽）２００８０００５〕提
供。小鼠按每笼雄∶雌为１∶２自然交配，孕鼠随机分
为４组，每组１０只：正常对照组，３个铅暴露组为醋
酸铅２．４，４．８和９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１。每个母鼠最多喂养
１０只仔鼠。仔鼠出生后通过乳汁染铅，第 ２１天断
乳后，仔鼠饮用与母鼠相同的饮用水。正常对照组

饮用自来水。于出生后第４２天仔鼠进行水迷宫实
验，水迷宫实验后，取血样后，断头处死，冰上快速解

剖取海马，检测铅含量和测定 ＬＴＰ。部分海马组织
放入液氮中，贮存到 －７０℃冰箱中，用于 ＰＫＢ表达
的测定。

１．３　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验［１１］

定位航行实验共进行７ｄ。每天训练分上、下午
两段进行，每段训练２次，训练时随机选择一个入水
点，将小鼠面向池壁放入水中，观察并记录小鼠寻找

并爬上平台所需时间（潜伏期）。４次训练分别从不
同的入水点入水，如果小鼠在１２０ｓ内未找到平台，
将其引至平台稳定１０ｓ。潜伏期记录为１２０ｓ，每次
训练间隔６０ｓ。
１．４　石墨炉原子吸收光谱法［１２］检测血铅和脑铅

水迷宫实验后，以微量注射器经眼眶采静脉血

０．５～１．０ｍｌ，肝素抗凝。２００μｌ静脉血，加２．５ｍｌ
稀硝酸０．１ｍｏｌ·Ｌ－１，混匀放置过夜，加体积分数０．１
的三氯醋酸３００μｌ，３０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清石
墨原子吸收法测定血铅含量。取小鼠的双侧海马，

称重后加５ｍｌ纯硝酸，２４ｈ后，加热消化，冷却定容
到２５ｍｌ，石墨原子吸收法测定脑铅含量。
１．５　Ｓａｎｎａ法［１３］检测小鼠海马ＣＡ１区ＬＴＰ

水迷宫实验后，每组取１０只仔鼠，快速断头，迅
速取出全脑置于０～４℃且用９５％Ｏ２和５％ＣＯ２饱和
的ＡＣＳＦ（ｍｍｏｌ·Ｌ－１：ＮａＣｌ１２４，ＫＣｌ４．４，ＮａＨ２ＰＯ４１，
ＮａＨＣＯ３２５，ＭｇＳＯ４１．２，ＣａＣｌ２２，葡萄糖１０，ｐＨ７．４）
中。氧饱和后，切去小脑和１／３前脑，用胶水将含
有海马的脑组织块固定在载物浴碟上，用振动切片

机冠状面切厚度为４００μｍ的脑片。记录电极置于
ＣＡ１区锥体细胞层。刺激参数为：１００Ｈｚ，１００脉冲
刺激三串，串间隔１０ｓ。

高频刺激（ｈｉｇｈｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ＨＦＳ）后，
用单脉冲刺激检验诱发的群峰电位幅值（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｓｐｉｋｅａｍｐｌｉｔｕｄｅ，ＰＳ）变化及变化维持的时间表示，
如ＰＳ的平均幅值高于或低于基线值的１０％以上，
并维持３０ｍｉｎ，被认为统计学有意义，高者定义为
ＬＴＰ。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法［１４］检测小鼠海马组织 ＰＫＢ
的表达

取冰冻海马组织，加入适量预冷的细胞裂解液

〔ＮａＣｌ０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ＴｒｉｓＨＣｌ０．０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

（ｐＨ７．６），ＥＤＴＡ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１（ｐＨ８．０），抑肽酶
０．１ｍｇ·Ｌ－１，ＰＭＳＦ０．１ｍｇ·Ｌ－１〕，４℃超声粉碎后，
１７０００×ｇ离心１ｈ，取上清分装。用ＢＣＡ法定量蛋
白浓度。上样总蛋白４０μｇ，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋
白质，电转移至硝酸纤维素膜，５％脱脂牛奶室温封
闭２ｈ。一抗（１∶４００），二抗（１∶５０００），ＥＣＬ试剂显
带，Ｘ线片曝光，显影定影后扫描。利用ＣｈｅｍｉＩｍａｇｅｒ
５５００Ｖ２．０３图像分析软件对实验结果进行分析，以目
的条带与内参照β肌动蛋白的平均吸光度比值表示
相对表达水平，进行半定量分析。

１．７　统计学分析
实验结果数据用 珋ｘ±ｓ表示，用 ＳＰＳＳ１０．０系统

软件对数据进行统计分析。组间比较采用完全随机

设计方差分析和重复测量设计方差分析处理，两两

比较采用ｑ检验，相关性采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。

２　结果

２．１　铅暴露对仔鼠平台潜伏期的影响
图１结果显示，与正常对照组相比，铅暴露组第

１天寻找平台使用的时间略长于正常对照组，但只
有 ９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１组的差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。从第２天开始，正常对照组所用时间明显
缩短，为第１天所用时间的６４％；铅暴露组所用的
时间虽然也减少，分别为第１天所用时间的６４％，

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅａｄａｃｅｔａｔｅｏｎｔｉｍｅｏｆｆｉｎｄｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍ．
Ｙｏｕｎｇｍｉｃｅｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏｌｅａｄａｃｅｔａｔｅ（０，２．４，４．８ａｎｄ９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ｂｙｐｌａｃｅｎｔａ，ｍｉｌｋａｎｄｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒｆｏｒ４２ｄｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅｌｙ．Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒ
ｍａｚｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｐｏｓｔｎａｔａｌ４２ｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５，
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
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７５％和８６％。第６和第７天时，铅暴露组所用的时
间均高于正常对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。提示铅暴露可明显损伤小鼠的空间学习记
忆能力。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，学习记忆能力损伤
程度与血铅、脑铅浓度呈正相关（ｒ＝０．６７８和
０．６４５，Ｐ＜０．０１），即随血铅、脑铅浓度升高，空间学
习记忆损伤程度越严重。

２．２　铅暴露对仔鼠血铅和脑铅浓度的影响
表１结果表明，与正常对照组相比，铅暴露组仔

鼠血铅浓度和脑铅浓度显著增加（Ｐ＜０．０１），并呈
剂量相关性（ｒ＝０．７０１和０．６７８，Ｐ＜０．０１）。

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅａｄａｃｅｔａｔｅｅｘｐｏｓｕｒｅｏｎｂｒａｉｎａｎｄｂｌｏｏｄ
ｌｅａｄｉｎｍｉｃｅ
Ｌｅａｄａｃｅｔａｔｅ／
ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｂｌｏｏｄｌｅａｄ／　
ｍｇ·Ｌ－１　

Ｂｒａｉｎｌｅａｄ／　
μｇ·ｇ－１　

０ ０．０５±０．０２ ０．１２±０．０６

２．４ ０．２９±０．０６ ２．０７±０．５５

４．８ ０．９１±０．１５ １０．１８±１．５１

９．６ １．４６±０．３７ １４．２０±２．６３

ＳｅｅＦｉｇ．１ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

２．３　铅暴露对小鼠海马ＣＡ１区ＬＴＰ的影响
高频刺激前，正常对照组 ＰＳ幅值为（１５６±

１３．７）ｍＶ，铅暴露组为（１３９．９±１３．２）ｍＶ，两组无显
著性差异。高频刺激后，正常对照组的ＰＳ幅值明显
升高，为刺激前的１．７６倍，而铅暴露组的ＰＳ幅值下
降到刺激前的８５％，两组在同一时间的ＰＳ幅值比较
有统计学意义（图２Ａ）。铅暴露２．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１组 ＰＳ
幅值与正常对照组比较无显著性差异。如图２Ｂ所
示，与正常对照组比较，铅暴露４．８及９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１

组ＰＳ幅值明显降低（Ｐ＜０．０１）。铅暴露组的 ＬＴＰ
诱发成功率亦有所下降，正常对照组 ＬＴＰ诱发成功
率为 ７８％（７／９）。铅暴露组 ＬＴＰ诱发成功率为
６０％（６／１０）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，小鼠海马ＣＡ１
区 ＬＴＰ损伤程度与血铅、脑铅浓度呈正相关（ｒ＝
０．６５９和０．６３８，Ｐ＜０．０１），即随血铅、脑铅浓度升
高，ＬＴＰ损伤程度越严重。
２．４　铅暴露对仔鼠海马组织ＰＫＢ表达的影响

图３结果显示，与正常对照组相比，铅暴露组
ｐＰＫＢ表达显著降低（Ｐ＜０．０１），分别降低了９．７％，
４７．２％和 ６５．７％；并与铅浓度呈负相关（ｒ＝
－０．８４０，Ｐ＜０．０１）。铅暴露对总 ＰＫＢ蛋白表达无
影响。Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，ｐＰＫＢ表达与血脑铅
浓度呈负相关（ｒ＝－０．８４０，ｒ＝－０．８１３，Ｐ＜
０．０１），即血脑铅的浓度越高，ｐＰＫＢ表达降低越明

显。ｐＰＫＢ表达与学习记忆能力损伤程度呈负相关
（ｒ＝－０．６６８，Ｐ＜０．０１），即ｐＰＫＢ表达降低越明显，
学习记忆损伤程度越严重。
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３　讨论

本研究结果提示，慢性铅暴露可明显损伤小鼠

的空间学习记忆能力，损伤程度与血铅、脑铅的浓度

成正相关；水迷宫结果表明，高浓度染铅可导致空

间记忆损伤。有研究证明，基因改变的小鼠在 ＣＡ１
区不能诱导 ＬＴＰ，并显示空间记忆缺失［１５］，故选定

ＣＡ１的ＬＴＰ为测定指标。慢性铅暴露鼠海马脑片
ＬＴＰ实验证明，铅暴露导致小鼠海马 ＣＡ１区 ＬＴＰ异
常，高频刺激前正常对照组及铅暴露组的 ＰＳ幅值
无明显差异，而高频刺激后，铅暴露组 ＰＳ幅值比正
常对照组明显降低。铅暴露组的 ＬＴＰ诱发成功率
亦有所下降。该结果说明铅暴露可使小鼠 ＬＴＰ异
常，导致空间记忆损伤。

研究发现，ＰＩ３Ｋ激活下游的 ＰＫＢ／Ａｋｔ等参与
海马ＣＡ１区ＬＴＰ的维持期的磷酸化，而与ＬＴＰ的诱
导无关［１６］。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示，慢性铅暴露对
小鼠大脑海马组织 ｔＰＫＢ表达水平没有显著性影
响，但可降低小鼠大脑海马组织 ｐＰＫＢ的表达水
平。ＰＫＢ磷酸化与血铅浓度呈负相关，与学习记忆
能力损伤程度比较呈负相关。该结果说明随染铅浓

度增加，ＰＫＢ磷酸化量减少，进而导致学习记忆功
能低下。因ＰＫＢ的磷酸化在一定程度上代表 ＰＫＢ
的活性，说明铅是通过影响ＰＫＢ的活性而导致小鼠
学习记忆功能下降的。该结果说明 ＰＫＢ是铅作用
的一个靶点，即铅通过影响中枢神经系统海马神经

元细胞信号转导过程中ＰＫＢ的磷酸化，而进一步影
响ＬＴＰ的维持，导致学习记忆功能异常。这是铅致
学习记忆功能紊乱的原因之一，即慢性铅暴露小鼠

脑海马组织ＰＫＢ表达降低与慢性铅暴露小鼠学习
记忆功能异常有关。前期研究指出，铅暴露时大脑

皮质ＰＫＢ表达也有类似改变［１７］，其详细机制有待

于进一步探讨。
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