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摘要：目的 通过检测海马Ｃａ２＋钙调蛋白依赖性蛋
白激酶Ⅱ（ＣａＭＫⅡ）基因表达来探讨慢性铅中毒影响
学习记忆的分子机制。方法 小鼠交配后，通过饮水

饲以２．４，４．８和９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铅。小鼠子代自胚
胎期始即暴露于醋酸铅。幼鼠出生后，先通过哺乳接

触铅，断乳后则自行饮用与母鼠饮用浓度相同的含铅

水。６周后用逆转录聚合酶链反应法观察各组小鼠
海马ＣａＭＫⅡｍＲＮＡ的表达。结果 ３个染铅组小鼠
ＣａＭＫⅡｍＲＮＡ水平均明显降低，并具有浓度效应关
系。结论 铅致ＣａＭＫⅡ基因表达水平下降。
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慢性铅中毒能影响神经系统的许多功能，但最

主要的是影响婴幼儿的智力发育、儿童的学习记忆

功能。海马是大脑学习和记忆的结构基础。Ｃａ２＋
钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ（Ｃａ２＋ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎ
ｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ，ＣａＭＫⅡ）是脑内含量最丰富的
蛋白激酶，而 ＣａＭＫⅡ的自身磷酸化是记忆的一种
分子机制［１］。因此研究铅对 ＣａＭＫⅡ影响机制具有
重要意义，本研究通过检测 ＣａＭＫⅡｍＲＮＡ来探讨慢
性铅中毒分子机制。

１ 材料与方法

１．１ 材料

昆明系小鼠购于中国医科大学实验动物部，体
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作者简介：文 涛（１９７１－），男，辽宁省沈阳市人，理学

博士，从事神经毒理学及信号转导研究。现工作单位为辽宁

省疾病预防控制中心。

联系作者 Ｅｍａｉｌ：ｙｄｓｌｇ＠１６３．ｃｏｍ

重２８～３４ｇ。ＲＮＡＰＣＲ试剂盒 Ｖｅｒ２．１购于 ＴａＫａＲａ
ＳｈｕｚａＣｏ．Ｌｔｄ．ＣａＭＫⅡ引物（购于生工公司，产物
２０６ｂｐ）：上游５′ＡＴＣＧＣＣＴＡＴＡＴＣＣＧＣＡＴＣＡＣ３′；下游
５′ＧＧＡＣＡＡＡＧＡＧＣＧＧＡＴＣＴＣＴＧ３′。β肌动蛋白的上
游引物为：５′ＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＴＧＴＧＣＴ３′；下游引
物为：５′ＴＣＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧＧ３′，扩增
片段为７５０ｂｐ。循环条件为９４℃ ２ｍｉｎ→９４℃ ３０ｓ

→５５℃３０ｓ→７２℃１．５ｍｉｎ（３０循环）→７２℃５ｍｉｎ→
４℃１ｈ→结束。琼脂糖（Ｐｒｏｍｅｇａ产品）购于华美生
物工程公司，自动电泳凝胶成像分析仪为 Ａｌｐｈａ
Ｉｎｎｏｔｅｃｈ公司产品。Ｔｒｉｚｏｌ试剂购于 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司，
ＰＣＲ热循环仪为美国ＰＥ公司产品。
１．２ 染毒方法及血铅、海马铅测定

５～６周龄小鼠交配后，通过饮水饲以 ２．４，４．８
和９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铅（终浓度）。正常对照组饲以
自来水。小鼠子代自胚胎期始即暴露于醋酸铅。幼

鼠出生后，先通过哺乳接触铅，断乳后则自行饮用与

母鼠饮用浓度相同的含铅水。每组１０只小鼠（来自
２只孕鼠），雌雄各半。６周后，采用石墨炉原子吸收
光谱法（ｇｒａｐｈｉｔｅｆｕｒｎａｎｃｅａｔｏｍｉｃａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｒｙ）测定血铅和海马铅浓度。
１．３ ＣａＭＫⅡ逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）

按文献［２］进行，步骤简述如下：①Ｔｒｉｚｏｌ试剂提
取ＲＮＡ；②用分光光度计于 ２６０／２８０ｎｍ测定 ＲＮＡ
的含量；③从 ＲＮＡ逆转录 ｃＤＮＡ和 ＰＣＲ，按 Ｔａｋａｒａ
ＲＮＡＰＣＲ试剂盒操作；④电泳检测：１．５％琼脂糖，
０．６×ＴＢＥ电极缓冲液，溴化乙锭１．２５ｍｌ·Ｌ－１。上样
缓冲液：样品 ＤＮＡ为 １∶５，电压 １００Ｖ，恒压电泳 ５０
ｍｉｎ；⑤图像保存，在凝胶电泳自动成像仪上，透射紫
外线下进行扫描保存图像。

１．４ 统计学处理

ＣａＭＫⅡ的 ＲＴＰＣＲ产物电泳带的亮度用 Ｂａｎｄ
Ｓｃａｎ软件分析，以 ＣａＭＫⅡ／β肌动蛋白吸光度值之
比作为半定量结果。用 ＳＰＳＳ系统软件对数据进行
统计学分析。
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２ 结果

２．１ 血液和海马中铅浓度的测定

表１结果表明，仔鼠饮用醋酸铅 ２．４，４．８和
９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１６周后，血铅和海马铅浓度与对照组
比较显著增加，具有剂量依赖性。

Ｔａｂ１． Ｂｌｏｏｄａｎｄｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｌｅａｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｉｎｍｉｃｅ

Ａｃｅｔｉｃｌｅａｄ／
ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｂｌｏｏｄｌｅａｄ／
ｍｇ·Ｌ－１

Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｌｅａｄ／

μｇ·ｇ
－１

０ ０．０５±０．０２ ０．１０±０．０５

２．４ ０．２７±０．０６ １．９７±０．５５

４．８ ０．８６±０．１７ １０．２０±１．６１

９．６ １．４２±０．３２ １４．１１±２．５３

Ａｃｅｔｉｃｌｅａｄｉｎｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒｗａｓｇｉｖｅｎｆｏｒ６ｗｅｅｋｓ．Ｌｅａｄｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｇｒａｐｈｉｔｅｆｕｒｎａｎｃｅａｔｏｍｉｃａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃ
ｔｒｏｍｅｔｒｙａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｌｅａｄｅｘｐｏｓｕｒｅ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０． Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．２ 醋酸铅对ＣａＭＫⅡ ｍＲＮＡ表达的影响
采用 ＲＴＰＣＲ方法检测了慢性铅中毒对大鼠海

马ＣａＭＫⅡ基因表达的影响，以β肌动蛋白为内对
照。结果发现，铅中毒抑制了该基因的表达，以对照

组的值作为１００％，则２．４，４．８和９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸
铅组依次为（８３．６±６．１）％，（６１．５±５．２）％和
（３６．７±２．１）％，３个染铅组与对照组相比均有显著
性差异，３个染铅组彼此间相比也均有显著性差异
（ｎ＝３，Ｐ＜０．０１，图１）。

Ｆｉｇ１． Ｃａ２＋ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ
（ＣａＭＫⅡ）ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ．ＴｈｅｌｅａｄｅｘｐｏｓｕｒｅｗａｓｔｈｅｓａｍｅａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＴａｂ１．
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ．

３ 讨论

重金属铅是一种普遍存在的环境神经毒物，具有

很强的神经亲和性，发育中的中枢神经系统对铅的

神经毒性特别敏感。目前铅神经毒作用机制研究中

的一个重要内容就是探讨铅对中枢神经细胞信号转

导过程中的两个重要因素钙和蛋白激酶功能的影响。

ＣａＭＫⅡ在脑组织中高度表达，是突触后颗粒
的主要成分。Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸受体（ＮＭＤＡＲ）兴
奋导致细胞内的 Ｃａ２＋浓度升高，引起 ＣａＭＫⅡ的
Ｔｈｒ２８６磷酸化导致其被激活。这种磷酸化可以使
它在Ｃａ２＋浓度下降情况下依然保持活性。磷酸化
的 ＣａＭＫⅡ可以向突触后颗粒移动，并结合到
ＮＭＤＡＲ。即Ｃａ２＋浓度的瞬间升高可以引起该酶的
长时间激活和位置的改变，而这些特性被认为是记

忆的分子基础［３］。同时人们还发现长时程增强

（ＬＴＰ）的诱导和行为学的训练同样可以导致 ＣａＭＫ
Ⅱ的Ｔｈｒ２８６磷酸化，提示该酶在突触可塑性和行为
学训练中具有非常重要的作用［４，５］。

铅可能是通过干扰正常的 ＣａＭＫⅡ、腺苷酸环
化酶、蛋白激酶 Ａ（ＰＫＡ）、蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）和细胞
外信号调节激酶 ２（ＥＲＫ２）的活性从而引起铅中
毒［６］。对海马的研究表明，不仅 ＰＫＡ和 ＰＫＣ［７］对
ＥＲＫ２有调节作用，ＣａＭＫⅡ也可调节。ＣａＭＫⅡ还可
磷酸化一氧化氮合酶和 ＳｙｎＧＡＰ（对 ＭＡＰＫ信号转导
通路起负性调节作用）。基因敲除 ＳｙｎＧＡＰ小鼠具
有突触正常的传导功能，但 ＬＴＰ形成抑制和空间学
习记忆障碍［８］。大量证据证明，铅可能是通过与钙

调蛋白结合，形成 ＰｂＣａＭ［９］，干扰了该酶不同时间
正常的变化规律。

有文献报道，ＬＴＰ后 ＣａＭＫⅡ从胞浆转位到胞
核，同时酶表达升高主要是利用已经存在而不是新

合成的ｍＲＮＡ［１０，１１］。在ＣａＭＫⅡ的 ｍＲＮＡ的末端，３′
ＵＴＲ的结构具有使该酶的 ｍＲＮＡ向树突转移的功
能，使该区域变异，突触后颗粒中的 ＣａＭＫⅡ蛋白量
减少，同时损害了ＬＴＰ和长期记忆［１２］。随饮用水中
铅含量的增高，鼠的血铅和脑铅浓度随之增高，２．４，
４．８和９．６ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铅组鼠的血铅浓度相当于
轻度、中度及重度铅中毒。ＲＴＰＣＲ结果显示，ＣａＭＫ
Ⅱ ｍＲＮＡ水平随着铅浓度的升高而下降。铅中毒
很可能是通过使 ＣａＭＫⅡ ｍＲＮＡ含量降低，干扰正
常的ＣａＭＫⅡ的活性从而影响了突触可塑性的形
成，这可能是铅中毒的又一分子神经毒理学机制。
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