
碎片形成。这是因为砷在代谢过程中能够产生大量

活性氧自由基( ROS) ［6］，一些含巯基酶如丙酮酸脱

氢酶、磷酸酯酶等与 ROS 结合后活性受到抑制，直

接影响细胞代谢、氧化过程以及 DNA 合成与修复，

从而对 DNA 造成损伤。
DNA 断裂可以通过 DNA 修复酶得以修复。研

究表明，XRCC1 基因在 DNA 单链损伤修复中起着

重要作用［7］。本研究结果显示，随着染毒剂量增

加，XRCC1 蛋白表达明显降低，低剂量组较对照组

表达有增高趋势，原因可能与低剂量砷引起生精细

胞兴奋效应有关。大鼠 XRCC1 蛋白表达与 DNA 损

伤之间呈负相关，提示 XRCC1 基因低表达可抑制

DNA 重新连接，丧失由砷所引起 DNA 损伤修复功

能。进一步表明 XRCC1 可能在维持遗传稳定性方

面起着重要作用，从而预防肿瘤的发生。但砷是如

何诱导 XRCC1 表达降低的分子生物学机制仍需进

一步研究。
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·实验研究·

毒死蜱对大鼠脑组织 RAGE 介导 Gq-PKC 信号转导途径影响

张峰，付志华，白宇，李素平

摘 要: 目的 探讨 48% 毒死蜱( CPF) 对大鼠胆碱酯酶活力及晚期糖基化终末产物受体( RAGE) 介导的
Gq-蛋白激酶 C( PKC) 信号转导途径影响。方法 将大鼠随机分为 CPF 低 ( 1 /40LD50 ) 、中 ( 1 /20LD50 ) 、高 ( 1 /
10LD50 ) 3 个剂量组和生理盐水对照组，经口染毒 28 d 后，用三氯化铁比色法检测大鼠全血胆碱酯酶活力; 荧光免
疫组化法检测脑组织 RAGE、PKC 的表达，蛋白质印迹法( western blot) 检测脑组织中 Gq 蛋白的表达。结果 全血
胆碱酯酶活力随染毒剂量的增加而降低，对照组和 CPF 低、中、高剂量组三氯化铁比色法测定值分别为( 33. 75 ±
5. 03) 、( 29. 70 ± 4. 01) 、( 10. 40 ± 1. 95) 、( 5. 25 ± 0. 05) ; RAGE、Gq 蛋白、PKC 的表达均随染毒剂量的增加而增高，

对照组和 CPF 低、中、高剂量组 RAGE 免疫反应平均光密度值分别为( 0. 32 ± 0. 01) 、( 2. 01 ± 0. 09) 、( 5. 03 ± 0. 05) 、
( 8. 02 ± 0. 04) ，Gq 蛋白的相对含量分别为( 0. 84 ± 0. 01) 、( 0. 90 ± 0. 01) 、( 1. 10 ± 0. 02) 、( 1. 59 ± 0. 01) ，PKC 免疫

反应平均光密度值分别为( 0. 12 ± 0. 01) 、( 2. 01 ± 0. 03) 、( 3. 52 ± 0. 02) 、( 5. 01 ± 0. 08) 。结论 CPF 主要通过抑制
胆碱脂酶的活力对机体造成损伤，RAGE、Gq 蛋白、PKC 的高表达可能参与了 CPF 中毒神经系统病理性信号转导。

关键词: 48%毒死蜱( CPF) ; 胆碱酯酶; 晚期糖基化终末产物受体( RAGE) ; 信号转导

中图分类号: R 139 文献标志码: A 文章编号: 1001-0580( 2012) 11-1472-03

Effect of chlorpyrifos on RAGE-Gq-PKC signal transduction of brain tis-
sue in rats
ZHANG Feng，FU Zhi-hua，BAI Yu，et al( School of Public Health，Shanxi Medical University，Taiyuan，Shanxi Province
030001，China)

Abstract: Objective To investigate the effect of 48% chlorpyrifos on cholinesterase activity and signal transduc-
tion pathway in rats． Methods Thirty-two rats were randomly divided into low-dose ( 1 /40 median lathal dose
［LD50］) ，moderate-dose( 1 /20 LD50 ) ，high-dose( 1 /10 LD50 ) groups，and saline control group． The rats were treated by
oral gavage for 28 days． The activity of whole blood cholinesterase was detected with ferric chloride colorimetric method;
the expression of the receptor of advanced glycation end-products( RAGE) and protein kinase C ( PKC ) in brain tissue
were detected with the immunohistochemistry; the expression of Gq protein in brain tissue were detected with western
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blot． Results The activity of whole blood cholinesterase decreased with the increase of exposure，with the value of 33. 75
± 5. 03，29. 70 ± 4. 01，10. 40 ± 1. 95，and 5. 25 ± 0. 05 for control group，low-，moderate-，and high-dose groups． The ex-
pressions of RAGE，Gq protein，and PKC increased with the increase of exposure，with the RAGE expression of 0. 32 ±
0. 01，2. 01 ± 0. 09，5. 03 ± 0. 05，8. 02 ± 0. 04，Gq protein expression of 0. 84 ± 0. 01，0. 90 ± 0. 01，1. 10 ± 0. 02，1. 59 ±
0. 01，and PKC expression of 0. 12 ± 0. 01，2. 01 ± 0. 03，3. 52 ± 0. 02，5. 01 ± 0. 08 for control group，low-，moderate-，and
high-dose group，respectively． Conclusion Chlorpyrifos shows toxicity to rats by inhibiting the activity of cholinester-
ase． The high expression of RAGE，Gq protein and PKC might be involved nervous system pathological signal transduc-
tion in chlorpyrifos poisoning．

Key words: 48% chlorpyrifos; cholinesterase; RAGE; signal transduction

毒死蜱( chlorpyfifos，CPF) 是目前世界上生产

和销售量最大的有机磷杀虫剂之一，广泛应用于农

作物病虫害和家庭卫生害虫防治之中，是磷酸酯类

有机磷杀虫剂，其通用名为乐斯本( lorsban) ，原药

为白色颗粒状结晶，室温下稳定，易溶于大多数有机

溶剂［1］。一般加工配制成乳油或颗粒剂，可用无水

酒精、三氯硫磷及 2 － 羟基 － 3，5，6 － 三氯吡啶为原

料制得。有研究认为，毒蕈碱乙酰胆碱受体是 G 蛋

白偶联受体超家族中的一员，具有该家族特征性的

结构和信号转导方式［2］，即通过磷脂酶 C ( phospho-
lipase C，PLC) –二酯酰甘油( diacylglycerol，DAG ) -
蛋白 激 酶 C ( protein kinase C，PKC ) 通 路 转 导 信

号［3］。本实验通过 SD 大鼠的 CPF 中毒模型，测定

细胞膜受体晚期糖基化终末产物受体( recoptor for
advanced glycation end products，RAGE) 和与受体偶

联的 Gq 蛋白介导的信号，旨在探讨该途径在 CPF
诱导的神经毒性作用。

1 材料与方法

1. 1 主要试剂 毒死蜱( 安徽金泰农药化工有限公

司) ，Gq 蛋白的多克隆抗体、辣根过氧化物酶标记羊抗

兔抗体( Santa Cruz 公司) ，兔抗 RAGE 抗体、兔抗 PKC
抗体( 武汉博士德生物工程有限公司) ，荧光素标记羊

抗兔 IgG( 北京博奥森生物技术有限公司)。
1. 2 动物分组 健康雌性 SD 大鼠 32 只( 动物合

格证号: 0107010，由山西医科大学实验动物中心提

供) ，体重 200 ～ 220 g，活动能力相近，适应性喂养 1
周，随机分为 4 组，即生理盐水对照组、48% CPF 低

剂量 组 ( 1 /40 LD50 ) 、48% CPF 中 剂 量 组 ( 1 /20
LD50 ) 和 48% CPF 高剂量组( 1 /10 LD50 ) ，LD50 =
163 mg /kg，每组 8 只。
1. 3 方法

1. 3. 1 动物染毒 48% CPF 用生理盐水稀释成所

需浓度，按实验分组要求以 1 mL / ( kg·d) 给各剂量组

动物灌胃，对照组大鼠以 1 mL / ( kg·d) 生理盐水灌

胃，连续染毒 28 d。所有大鼠均在温度 22 ～24 ℃，湿

度( 60 ±5) %的环境下饲养，自由饮水、进食。
1. 3. 2 一般情况观察 每日观察其出现的外观体征和

行为改变，记录各症状出现的时间和先后次序，包括食

欲、活动、被毛、分泌物、呼吸等。称动物体重并记录。
1. 3. 3 动物取材 大鼠在 0. 14% 戊巴比妥钠腹腔

麻醉下，腹主动脉采血，部分注入抗凝管留取全血，

用于测定全血胆碱酯酶活力。开颅取脑组织，冰上

剥离全脑，部分用预冷生理盐水冲洗全脑组织中残

留的血液，部分经 10% 福尔马林液固定，常规石蜡

包埋，切片，做免疫组化，部分贮存于 － 80 ℃ 冰箱

中，用于提取组织蛋白，测定 Gq 蛋白的相对含量。
1. 3. 4 检测方法

1. 3. 4. 1 免疫组化法［4］ 免疫组化法是用标记的

特异性抗体对组织切片或细胞标本中某些化学成分

的分布和含量进行组织和细胞原位定性、定位或定量

研究的方法，本研究用三氯化铁比色法检测全血胆碱

酯酶活力; 荧光免疫组织化学技术检测全脑组织

RAGE、PKC 的表达。将兔抗 RAGE、兔抗 PKC 一抗

和荧光素标记羊抗兔 IgG 二抗滴加在经包埋、脱蜡、
修复的全脑组织切片上，荧光显微镜检测分析，用 BI-
2000 图像分析系统计算平均光密度并记录结果。
1. 3. 4. 2 蛋白质印迹法( western blot 法) ［5］ 是通

过特异性抗体对凝胶电泳处理过的细胞或生物组织

样品进行着色。通过分析着色的位置和着色深度获

得特定蛋白质在所分析的细胞或组织中表达情况的

信息。本研究用组织蛋白提取及免疫印迹法测定

Gq 蛋白含量，全脑组织蛋白提取后制备 SDS － 聚丙

烯酰胺凝胶，跑胶后转移蛋白至 PVDF 膜上封闭，加

Gq 蛋白多克隆抗体一抗和辣根过氧化物酶标记羊

抗兔二抗，用凝胶电泳图像分析系统对免疫印迹结

果分析，计算待测蛋白的相对含量，即 Gq 蛋白与

β-actin光密度的比值。
1. 4 统计分析 计量资料结果用 珋x ± s 表示，使用

SPSS 16. 0 统计软件对各组资料进行比较，多组间

比较用单因素方差分析，组间两两比较用 LSD 法检

验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2. 1 一般情况 对照组大鼠未见异常表现，染毒组

大鼠出现活动减少，其中 CPF 高剂量组大鼠有口鼻
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分泌物增多、抽搐、竖毛的表现。
2. 2 大鼠体重变化( 表 1) 实验结束时，低、中剂

量组大鼠体重增加，高剂量组大鼠体重减少，与对照

组比较，差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

表 1 各组大鼠体重变化( g)

组别 大鼠数 始重 终重 增重

对照组 8 202． 50 ± 7． 72 218． 75 ± 2． 22 16． 25 ± 2． 08
CPF 低剂量组 8 210． 25 ± 8． 46a 245． 75 ± 24． 19a 35． 50 ± 5． 32b

CPF 中剂量组 8 212． 00 ± 11． 60a 242． 25 ± 20． 02a 30． 25 ± 3． 86b

CPF 高剂量组 8 205． 50 ± 16． 42a 199． 00 ± 26． 63a － 6． 50 ± 1． 21b

注: 与对照组比较，a P ＞ 0. 05; b P ＜ 0. 05。

2. 3 对大鼠全血胆碱酯酶活力的影响 全血胆碱

酯酶活力三氯化铁比色法测定值对照组和 CPF 低、
中、高 剂 量 组 分 别 为 ( 33. 75 ± 5. 03 ) 、( 29. 70 ±
4. 01) 、( 10. 40 ± 1. 95) 、( 5. 25 ± 0. 05) ，大鼠全血胆

碱酯酶活力随染毒剂量的增加而降低( F = 52. 465，

P ＜ 0. 05) 。中、高剂量组与对照组比较，差异均有

统计学意义( P ＜ 0. 01) ; 低剂量组与对照组比较，差

异无统计学意义( P = 0. 178) 。
2. 4 对 大 鼠 全 脑 组 织 中 RAGE 表 达 的 影 响

RAGE 免疫反应平均光密度值对照组和 CPF 低、中、
高剂 量 组 分 别 为 ( 0. 32 ± 0. 01 ) 、( 2. 01 ± 0. 09 ) 、
( 5. 03 ± 0. 05 ) 、( 8. 02 ± 0. 04 ) ，大鼠 RAGE 免疫反

应平均光密度值随染毒剂量的增加而增加 ( F =
11 261. 041，P ＜ 0. 05) ; 各剂量组与对照组比较，差

异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
2. 5 对大鼠全脑组织中 PKC 表达的影响 PKC 免

疫反应平均光密度值对照组和 CPF、低、中、高剂量

组分别为( 0. 12 ± 0. 01 ) 、( 2. 01 ± 0. 03 ) 、( 3. 52 ±
0. 02) 、( 5. 01 ± 0. 08) ，大鼠 PKC 免疫反应平均光密

度值随 染 毒 剂 量 的 增 加 而 增 加 ( F = 6 736. 462，

P ＜ 0. 05) ; 各剂量组与对照组比较，差异均有统计

学意义( P ＜ 0. 05) 。
2. 6 对大鼠全脑组织中 Gq 蛋白表达的影响( 图 1)

Gq 蛋白的相对含量对照组和 CPF 低、中、高剂量组

分别 为 ( 0. 84 ± 0. 01 ) 、( 0. 90 ± 0. 01 ) 、( 1. 10 ±
0. 02) 、( 1. 59 ± 0. 01 ) ，大鼠全脑组织中 Gq 蛋白的

表达随染毒剂量的增加而增加( F = 1 985. 571，P ＜
0. 05) ，有明显的剂量 － 反应关系; 各剂量组与对照

组比较，差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

注: 1: 对照组; 2: 低剂量组; 3: 中剂量组; 4: 高剂量组。

图 1 大鼠全脑组织 Gq 蛋白免疫印迹图

3 讨 论

有机磷农药毒性作用机制是抑制胆碱酯酶的活

力，使胆碱酯酶失去水解乙酰胆碱的能力，造成乙酰

胆碱在体内大量蓄积，引起一系列中毒症状［6］。本研

究通过 48% CPF 对大鼠亚急性染毒，大鼠出现活动

减少，高剂量组大鼠有口鼻分泌物增多、抽搐、竖毛的

表现，符合乙酰胆碱在体内聚集引起的毒蕈碱样、烟
碱样症状。全血胆碱酯酶活力随染毒剂量的增加而

降低，随着染毒剂量的增加，胆碱酯酶活力抑制程度

加重。目前对 RAGE 在神经系统发病中的研究多集

中在家族性淀粉样多神经病、阿尔茨海默病、克 － 雅

病的神经功能不全等疾病上，本实验用抗 RAGE 抗体

荧光免疫组化法检测全脑组织中 RAGE 表达情况，结

果证实 RAGE 表达随染毒剂量的增加而增加，提示
CPF 激活了 G 蛋白偶联的 RAGE 受体，使 G 蛋白活

化。G 蛋白在跨膜信息传递中的中心地位，决定了 G
蛋白信号转导系统在生理和病理状态下信息传递的

重要性，目前国内外对 CPF 信号转导的研究显示，腺

苷酸环化酶对环磷酸腺苷的产生有调节作用，新生鼠

染毒亚中毒阈剂量 CPF 可能会引起腺苷酸环化酶发

生改变，从而干涉细胞信号调节［7］。Gq 蛋白为 G 蛋

白家族成员之一，是肌醇磷脂途径中膜受体和 PLCβ
的中介物［8］，PKC 在神经系统中起着重要的作用，特

别是对大脑的记忆和认知功能产生重要影响［9］，本实

验用抗 Gq 多克隆抗体，免疫印迹法检测全脑组织中

的 Gq 蛋白表达情况，抗 PKC 抗体荧光免疫组化法检

测全脑组织中 PKC 表达情况，结果证实 CPF 中毒全

脑组织中 Gq 蛋白和 PKC 的表达均随染毒剂量的增

加而增加，提示RAGE 的激活使得Gq 蛋白活化，激活

的 Gq 将 PLC 激活，产生 DAG，DAG 激活 PKC 促进

蛋白质磷酸化。CPF 亚急性中毒导致 RAGE-Gq-PKC
的高表达，提示它可能参与了 CPF 中毒神经系统病

理性信号转导，成为 CPF 中毒出现功能障碍的原因

之一。
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