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阿维菌素对体外培养王鸽脑神经细胞凋亡和

一氧化氮水平的影响
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要!本试验以阿维菌素染毒原代培养的王鸽脑神经细胞为模型!观察阿维菌素对神经细胞凋亡的毒性作用和

一氧化氮产生量的影响&采用原位末端标记法观察细胞凋亡!四唑盐比色法检测神经细胞相对存活率!流式细胞

术检测凋亡细胞百分比!分光光度法测定细胞一氧化氮的产生量&结果显示!阿维菌素可诱导神经细胞凋亡和细

胞坏死!并具有随着阿维菌素剂量递增而增加的趋势!同时阿维菌素也能引起一氧化氮产生量降低!但是未发现存

在剂量效应关系&
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阿维菌素"

-SF

#具有优异的驱虫活性和安全

性!是目前广泛使用的畜禽体内外抗寄生虫药物!也

是种植业上广泛使用的高效杀虫剂&

-SF

作为农

药!直接喷洒在人类食用的各种作物'蔬菜和果树

上!残余的药液将危及人体健康%

-SF

作为防治动

物寄生虫病的兽药!不论通过何种途径给药!大部分

药物通过粪便以原型排除&由于该种药物导致了粪

便中能降解药物的寄生虫数量减少!所以药物在用

药动物粪便中的降解速率较在未用药动物粪便中的

降解速率要慢!由此造成了对环境的潜在负面影

响(

"

)

&

-SF

在环境中的残留已经影响到环境的生

态系统!

-SF

可以通过食物链进行生物富集!最终

会影响处于食物链顶端的人类&因鸟类对环境中各

种化学物质变化的敏感性!通常把鸟类作为大气生

态环境检测的首选生物!程广东通过体内研究发现

鸽子
-SF

亚急性中毒时脑组织存在细胞凋亡现

象!随着染毒剂量的升高!凋亡细胞的数量亦增

加(

#

)

&本试验选用了王鸽作为试验动物!旨在以原

代培养的王鸽脑神经细胞为试验对象!排除机体其
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他因素的调控!研究
-SF

对体外培养的神经细胞

的损伤作用!同时检测细胞凋亡以及一氧化氮"

DO

#

的变化!以此探讨
-SF

毒性作用机制!评价环境中

的
-SF

对鸟类的毒性'毒理&

#

!

材料与方法

#F#

!

试验材料

)
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日龄美国王鸽鸽胚&

#F!

!

细胞培养

神经细胞的原代培养和纯化参照王敏(

'

)的方法

稍加改进&
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染
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细胞爬片的制备

神经细胞在载玻片上贴壁培养
/)8

后!更换含

-SF

分别为
&
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#

组#'

#$%
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组#'

%

"

%

组#和
"&

&

U

*

>

Y"
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'

组#的培养液!继续培养
#/8

!将细胞爬

片取出以
Z[(

"

M

\+$/

#漂洗去除残留的培养液!备

用&

#F$

!

染
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细胞悬液的制备

神经细胞培养
/)8

后!取培养板按终浓度为

#$%

'

%

'

"&

&

U

*

>

Y"加入
-SF

!同时设空白对照组&

染毒培养时间
#/8

!将对照组细胞和染毒后细胞分

别用
&$#%]

胰蛋白酶消化!至细胞脱离时!加入含

血清培养液摇晃使细胞完全脱落!分别收集细胞悬

液!

"&&&Q

*

46=

Y"离心
%46=

!用
Z[(

"

M

\+$/

#液

漂洗
#

次以去除杂质!备用做后续检测&

#F'

!

苏木精%伊红#

G(

$和原位末端标记法#

HI5(7
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染色

!!

取经过终浓度为
&
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和
"&

&

U

*

>

Y"的

-SF

试验处理的神经细胞爬片!室温下固定后染

色&染色方法分别参照
\3

试剂盒和
0AD3>

试

剂盒说明书进行&

凋亡细胞计数$光镜下在每张爬片上随机计数

"&

个视野内的总细胞和凋亡细胞数量&

#FJ

!

细胞存活率的测定

将细胞悬液接种于
*.

孔细胞培养板!培养
/)8

后按终浓度
#$%

'

%

'
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Y"加入
-SF

!同时设

空白对照组!再培养
#/8

&每孔加入
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&
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F00

#"终浓度
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温育
/8

!小心吸

弃每孔的培养上清液!每孔加入
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二甲基亚砜

"

_F(O

#!振荡
"&46=

!使结晶充分溶解&用酶标仪

在
%+&=4

波长处测定
O_

值!通过计算相对细胞存

活率"

]

#

`

"试验组
O_

%+&=4

Y

空白组
O_

%+&=4

#+

"对照组
O_

%+&=4

Y

空白组
O_

%+&=4

#来观察
-SF

神经细胞的损伤程度&

#F&

!

流式细胞仪检测凋亡率

(

收集各试验组细胞!调整细胞浓度为
%a"&

%

"

"a"&

. 个 *
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取
" 4>

细 胞!
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离心
"&46=

!弃上清%

*

加入
"4>

冷

的
Z[(

!轻轻振荡使细胞悬浮!

"&&&Q
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离心
"&46=

!弃上清%
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重复
*

#

次%
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将细胞重悬

于
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>[6=N6=
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[9KK1Q
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加入
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>-==1R6=

S!W?0@

和
"&

&

>Z?

!轻轻混匀!避光室温反应
"%

46=

%

.

加入
'&&

&

>[6=N6=

U

[9KK1Q

!在
"8

内上流

式细胞仪检测&

#FK

!

细胞内
56

含量和一氧化氮合酶#

56L

$活性

的测定

!!

按试剂盒使用说明书进行检测&

DO

含量的测

定!硝酸还原酶法%

DO(

活性的检测!比色法&

#FM

!

试验数据的分析与统计

应用
(-(.$"#

软件对数据进行统计学分析&

!

!

结
!

果

!F#

!

神经细胞
G(

染色的观察

显微镜下可见凋亡的细胞突触逐渐消失!核染

色质凝聚!嗜碱性增强!染成深蓝色!呈环状或新月

状附在核膜周围!细胞膜皱褶'发泡以及形成膜包裹

的凋亡小体&而正常细胞呈原有的形态!细胞核染

成均一蓝色!胞膜完整连续&随着染
-SF

剂量的

增加!神经细胞凋亡指数亦增加!试验组与对照组及

各试验组间比较差异均极显著"

?

#

&$&"

#!见表
"

和图
"

&

!F!

!

HI5(7

的检测结果

培养的细胞染色后于光镜下观察!细胞呈多角

形或梭形'铺路石状排列&正常细胞被染成蓝色!凋

亡阳性细胞胞核周围或大部分胞核呈棕褐色!且凋

亡细胞的体积缩小!染色质致密凝集!核断裂成碎

片!形成由完整细胞膜包裹的凋亡小体!本试验中!

随着染
-SF

剂量的增加!神经细胞凋亡指数逐渐

增加!试验组与对照组及各试验组间比较差异均极

显著"

?

#

&$&"

#!见表
"

和图
#

&

)/'
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检测神经细胞凋亡结果
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法
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组
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组
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表中同一列数据进行比较!标有大写字母不相同者表示两组数据比较差异极显著"

?

#

&$&"

#!标有小写字母不同者表示两组

数据比较差异显著"

?

#

&$&%

#!标有相同小写字母者表示两组数据比较差异不显著"

?

$

&$&%

#!下表同
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对神经细胞相对存活率的影响

由表
#

可以看出!随着染
-SF

剂量的增加!细

胞相对存活率下降!试验组与对照组比较差异极显

著"

?

#

&$&"

#%各试验组之间比较!除低剂量组与中

剂量组之间比较差异不显著"

?

$

&$&%

#外!其他各

试验组间比较差异均极显著&

!F$

!

/:;

对神经细胞凋亡百分比的检测

神经细胞凋亡发生率"

-==1R6=Sc

+

Z?Y

#随

染
-SF

剂量的增加而明显增高!试验组与空白对

照组相比差异极显著"

?

#

&$&"

#!各试验组之间比

较差异也极显著"

?

#

&$&"

#%由凋亡率和坏死率

"

-==1R6=Sc

+

Z?c

#相比较可知!

-SF

对神经细

胞的损伤以凋亡为主!见图
'

和表
#

&

图
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对神经细胞凋亡发生率的影响
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对神经细胞内
56

&

56L

和
156L

的影响

神经细胞中
DO

含量!

DO(

和
6DO(

活性因细

胞中加入
-SF

而降低!各试验组与对照组比较差

异均极显著"

?

#

&$&"

#%各试验组间比较差异均不

显著"

?

$

&$&%

#!见表
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对体外培养的王鸽脑神经细胞凋亡的影响

-SF

类药物作为一种有潜在毒性作用的物

质!能促进
/

!

氨基丁酸"

E-[-

#从神经末梢释放!导

致由
E-[-

介导的中枢神经及神经,肌肉间传导

受阻!并通过激活氯通道引起突触小泡中氯离子

"

@2

Y

#的释放!使进入细胞内的
@2

Y增加!细胞膜超

极化!导致神经信号传导阻滞(

/

)

!使细胞功能丧失!

最终扰乱了正常的神经传导!出现神经毒性症状(

%

)

&

神经毒理学研究表明!

-SF

可对动物的神经系统

产生影响(

.

)

!在以往的报道中也发现!牛'猫'犬'骡

驹等
-SF

中毒临床均表现明显的神经症状和神经

器官的损伤!

-SF

同样能引起王鸽中毒!表现小脑

实质出血'水肿以及脑神经细胞凋亡等现象(

+

)

&

本试验以原代培养神经细胞为试验对象!观察

高'中'低
'

种不同剂量
-SF

对其的毒性作用&结

果发现!

-SF

可引起细胞损伤!使细胞的存活率降

低&为判断这种损伤是发生了凋亡还是已经坏死!

结合形态学观察!发现受
-SF

诱导的神经细胞核

染色质浓聚'固缩'聚集在核膜周边!胞质内形成多

个膜结构尚完整的-小泡.及-凋亡小体.!这与文献

(

)

)报道的细胞凋亡形态学特征相一致&进一步综

合凋亡细胞百分比等数据发现!受
-SF

诱导的神

经细胞相对存活率降低!细胞凋亡指数升高!并与

-SF

加入剂量呈正相关&由此我们推测!

-SF

能

引起神经细胞凋亡!其凋亡严重程度与剂量相关&

%F!

!

/:;

对体外培养的神经细胞
56

产生量的影响

在本试验中发现!受
-SF

诱导的神经细胞

DO

产生量
DO(

'

6DO(

活性均降低!未发现存在剂

量效应关系&

DO

作为一种重要的信息传递分子在

中枢神经系统中具有重要的生物学功能!执行着脑

血流调节'学习'记忆和调控基因表达等多种重要生

理功能&但
DO

又具有-双刃剑.效应!即在某些特

定的病理条件下!还表现出细胞毒性!引起神经损

伤(

*

)

&过量的
DO

可与
O

#

形成过氧化亚硝酸阴离

子
ODOO

Y

!

ODOO

Y 被认为是促进细胞凋亡的介

质之一&

ODOO

Y其主要机制是作用于线粒体!破

坏线粒体结构的完整性!诱导线粒体膜通道开放!致

使线粒体去极化和肿胀!释放内容物&

ODOO

Y还

被证实可逆或不可逆地抑制一些线粒体呼吸链的中

间反应!从而促使线粒体肿胀'去极化'钙释放和渗

透性改变&而且
DO

还能损伤细胞
_D-

!增强表达

Z%'

!导致细胞凋亡&由此可见!过量的
DO

具有神

经毒性!但近几年的研究又发现
DO

产生量低于正

常水平同样会对神经细胞产生负面影响(

"&

)

&有文

献(

""

)报道
DO

供体能抑制无营养素培养所致的

Z@2#

和交感神经细胞凋亡!张峰也曾报道
DO

供体

能缓解缺氧导致的心肌细胞凋亡(

"#

)

!推断此
'

种细

胞凋亡中存在着
DO

产生量不足!其低水平的
DO

可能介导了细胞凋亡&因此!本试验中
DO

产生量

低于正常水平有可能与神经细胞凋亡有关&

DO

供

体硝普钠可诱导
'!

氢
!

/

!

氨基丁酸"

'\!E-[-

#的释

放(

"'

)

!

DO

还可能参与
/

!

氨基丁酸"

E-[-

#对下丘

脑促黄体激素释放激素的抑制作用(

"/

)

&

-SF

能够

引起
E-[-

释放量增加!那么是
DO

与
E-[-

的

这种相互作用关系导致了
-SF

诱导的神经细胞凋

亡过程中出现了
DO

水平的降低!还是由于
E-[-

释放量增加反馈抑制了
DO

的产生!还有待进一步

研究&

$

!

结
!

论

$$#

!

-SF

能导致体外培养的王鸽脑神经细胞形

态学发生改变!神经细胞相对存活率降低!细胞凋亡

指数升高!并与
-SF

加入剂量具有相关性&

$$!

!

-SF

也能引起
DO

产生量降低!

DO(

和
6D!

O(

活性降低!但是未发现存在剂量效应关系&
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