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氯化锰对大鼠血脑脊液屏障的损伤作用

敬海明１，２，刘建中２，高文晖２，赵超英２，马　玲２，李国君１，２

（１．首都医科大学公共卫生与家庭医学学院，北京 １０００６９；２．北京市疾病预防控制中心北京市预防医学
研究中心北京市食物中毒诊断溯源技术重点实验室，北京 １０００１３）

　　摘要：目的　探讨氯化锰对大鼠脑脉络丛组织的毒性损伤作用。方法　大鼠 ｉｐ给予氯化锰 ６
ｍｇ（Ｍｎ）·ｋｇ－１建立不同暴露时长（３０ｄ，９０ｄ及９０ｄ后无处理观察３０ｄ）的氯化锰中毒动物模型，各时间
点染毒结束后采集血清与脑脊液（ＣＳＦ）样本，提取侧脑室的脉络丛组织。溴甲酚绿法和 ＥＬＩＳＡ法检测血清
白蛋白（ＳＡＬＢ）与ＣＳＦ白蛋白（ＣＡＬＢ）水平，并计算ＣＳＦ白蛋白指数。光镜与透射电镜下检测大鼠脉络丛组
织、细胞及亚细胞结构的病理形态学改变。结果　氯化锰３０ｄ组、氯化锰９０ｄ组及氯化锰９０ｄ＋３０ｄ恢复
组ＣＳＦ白蛋白、ＣＳＦ白蛋白指数均明显高于其相应的对照组（Ｐ＜０．０５），并且氯化锰３０ｄ组 ＣＳＦ白蛋白、
ＣＳＦ白蛋白指数低于氯化锰９０ｄ组与氯化锰９０ｄ＋３０ｄ恢复组（Ｐ＜０．０５），氯化锰９０ｄ组 ＣＳＦ白蛋白、
ＣＳＦ白蛋白指数低于氯化锰９０ｄ＋３０ｄ恢复组，但无统计学意义。光镜和电镜观察发现，氯化锰导致脉络丛
上皮细胞形状不规则，微绒毛结构紊乱、缩短；胞浆内出现空泡、核质凝聚，线粒体结构破坏，细胞间连接部分

断裂或消失等，随染氯化锰时间的延长有加重的趋势，并且脱离氯化锰接触３０ｄ后仍表现为进行性加重。
结论　氯化锰可以引起脉络丛组织病理形态学改变，具有时效性与不可逆性的特征；ＣＳＦ白蛋白及 ＣＳＦ白
蛋白指数与脉络丛的损伤程度呈正相关，可以作为判断血脑脊液屏障损伤程度的参考指标。
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　　锰是机体所必需的一种微量元素，但过量可引
起暴露时又可引起多巴胺能神经元的损伤，对其机

制的探讨，一直以来都是人们研究的热点。尤其是

近年来，甲基环戊二烯三羰基锰（ｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｅｎｔａ
ｄｉｅｎｙｌｍａｎｇａｎｅｓｅｔｒｉｃａｒｂｏｎｙｌ，ＭＭＴ）作为汽油添加剂
的使用而引起的大气锰（ＭｎＣｌ２）污染日益严重，逐
渐引起国内外学者对长期低剂量锰暴露研究的重

视［１］。有研究报道称，血锰过高时主要通过由脉络

丛上皮细胞所形成的血脑脊液屏障（ｂｌｏｏｄｃｅｒｅｂｒｏ
ｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄｂａｒｒｉｅｒ，ＢＣＢ）向脑内转运［２］。ＢＣＢ作为
锰过量暴露时向脑内转运的重要途径，其损伤发生

在多巴胺能神经元之前，研究并掌握锰早期对于

ＢＣＢ的毒性损伤作用及其机制，可以为今后制定职
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业与环境因素锰及其化合物所致神经退行性疾病的

早期有效防治措施提供理论依据。本研究通过观察

脉络丛组织的病理形态学改变及ＢＣＢ的损伤指标脑
脊液（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）白蛋白指数［３］探讨氯

化锰对脉络丛（ｃｈｏｒｏｉｄｐｌｅｘｕｓ，ＣＰ）的损伤作用。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
ＭｎＣｌ２，纯度＞９９％，购自美国Ｓｉｇｍａ公司；白蛋

白测试盒（南京建成生物工程研究所）；蛋白标准液

（南京建成生物工程研究所）；ＫＴ３５４大鼠微量白蛋
白ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国Ｋａｍｉｙａ生物公司）；６８０型全
自动酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；ＳＣＯＴⅡ ＢＴ２２４
型半自动生化分析仪（意大利 Ｂｉｏｔｅｃｎｉｃａ公司）；
ＣＨ３０生物相差显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；图像
采集分析软件 ＵＶＧ显微粒度分析系统（北京和众
视野科技有限公司）；ＪＥＭ１２３０透射电子显微镜（日
本Ｊｅｏｌ公司）；石蜡包埋机、切片机、展片机与自动
染色机均为Ｌｅｉｃａ公司产品。
１．２　动物分组与处理

６０只５周龄大的 ＳＰＦ级健康雄性 ＳＤ大鼠，
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１１５～１３５ｇ，由军事医学科学院提供，动物许可证
号：ＳＣＸＫ１（军）２００７００４，随机分成 ６组，每组 １０
只，分别为氯化锰３０ｄ组、氯化锰９０ｄ组及氯化锰
９０ｄ＋３０ｄ恢复组与相应的对照组（氯化锰３０ｄ对
照组、氯化锰９０ｄ对照组、氯化锰９０ｄ＋３０ｄ恢复
对照 组）。氯 化 锰 组 ｉｐ给 予 无 水 氯 化 锰 ６
ｍｇ（Ｍｎ）·ｋｇ－１染毒，每周染毒 ６ｄ，周日停染，相应
的对照组给予相同剂量的生理盐水处理。

１．３　样本采集
各时间点染毒结束后，经腹腔麻醉后消毒颈部皮

肤，用０．４５ｍｍ×２０ｍｍ的蝶形针经环枕膜穿刺待有
落空感时见清亮ＣＳＦ流出，以注射器轻抽ＣＳＦ约１００
μｌ注入预冷的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管；从下腔静脉抽取血液
６～８ｍｌ，注入无肝素处理的血液收集管，室温放置至
少０．５ｈ，６００×ｇ离心３０ｍｉｎ，分离血清；采集实验
组与正常对照组动物双侧侧脑室的脉络丛组织。

１．４　 血清白蛋白 （ＳＡＬＢ）与脑脊液白蛋白
（ＣＡＬＢ）的检测及ＣＡＬＢ指数的计算

ＳＡＬＢ采用溴甲酚绿法在 ＢＴ２２４型半自动生化
分析仪上测定，ＣＡＬＢ采用大鼠微量白蛋白 ＥＬＩＳＡ
试剂盒按说明书操作后以全自动酶标仪进行测定，

ＣＡＬＢ指数＝ＣＡＬＢ／（ＳＡＬＢ×１０－３）。
１．５　光镜、电镜下观察脉络丛细胞形态

各组取３只大鼠的脉络丛用生理盐水彻底冲洗
后合并，常规的４％甲醛固定，石蜡包埋，ＨＥ染色，
制作成病理切片标本，每组至少１０张，光镜下观察
组织和细胞形态变化。

１．６　透射电镜观察脉络丛上皮细胞超微结构
各组分别将２只大鼠的脉络丛用２．５％戊二醛

固定，再用 １％锇酸后固定，通过丙酮系列（３０％，
５０％，７０％，９０％，１００％）脱水，包埋在 Ｅｐｏｎ８１２中，
制成超薄切片，用柠檬酸铅及醋酸铀染色，在透射电

镜下观察细胞超微结构的变化（每组至少观察

５张）。
１．７　统计学分析

实验结果数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１１．５统
计软件处理，组间比较采用单因素方差分析和 ＳＮＫ
检验。

２　结果

２．１　锰对大鼠脑脊液白蛋白，血清白蛋白及脑脊
液白蛋白指数的影响

氯化锰组ＣＡＬＢ与ＣＡＬＢ指数与其相应的对照
组比较均明显升高（Ｐ＜０．０５）；氯化锰３０ｄ组的

ＣＡＬＢ与 ＣＡＬＢ指数低于氯化锰 ９０ｄ和氯化锰
９０ｄ＋３０ｄ恢复组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
氯化锰 ９０ｄ组 ＣＡＬＢ与 ＣＡＬＢ指数低于氯化锰
９０ｄ＋３０ｄ恢复组，但差异无统计学意义（表１）。

表１　锰对大鼠脑脊液白蛋白（ＣＡＬＢ），血清白蛋白
（ＳＡＬＢ）及脑脊液白蛋白（ＣＡＬＢ）指数的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｇａｎｅｓｅｏｎＣＳＦａｌｂｕｍｉｎ（ＣＡＬＢ），
ｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ＳＡＬＢ）ａｎｄＣＳＦａｌｂｕｍｉｎｉｎｄｅｘ（ＣＡＬＢ
ｉｎｄｅｘ）ｉｎｒａｔｓ

组别
ＣＡＬＢ／　
ｍｇ·Ｌ－１　

ＳＡＬＢ／
ｇ·Ｌ－１

ＣＡＬＢ指数

氯化锰３０ｄ对照 １０９±３ ３９．４±１．４ ２．７７±０．１３

氯化锰３０ｄ ２９２±１４ ３９．１±３．５ ７．４９±０．４４

氯化锰９０ｄ对照 １００±６ ３８．５±２．１ ２．５９±０．１２

氯化锰９０ｄ ３２２±２４＃ ３９．１±３．５ ８．２３±０．３０＃

氯化锰９０ｄ＋
　３０ｄ恢复对照 ９５±５ ３７．８±１．８ ２．５１±０．２１

氯化锰９０ｄ＋
　３０ｄ恢复 ３６２±２８＃ ３７．９±１．２ ９．５８±０．９４＃

大鼠ｉｐ给予无水氯化锰６ｍｇ（Ｍｎ）·ｋｇ－１，分别持续３０ｄ，９０ｄ以及
９０ｄ后再恢复３０ｄ．ＣＡＬＢ指数＝ＣＡＬＢ／（ＳＡＬＢ×１０－３）珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．
Ｐ＜０．０５，与相应对照组比较；＃Ｐ＜０．０５，与氯化锰３０ｄ组比较．

２．２　锰对大鼠脉络丛组织及上皮细胞形态的影响
各对照组脉络丛组织结构清晰，上皮细胞排列

整齐，细胞核大而圆，染色质均匀，位于细胞中央，细

胞质染色较浅，细胞基底部可见毛细血管（图１Ａ）。
染氯化锰３０ｄ后，脉络丛上皮细胞的排列开始出现
紊乱，有的细胞核浓染变形，可见细胞肿大现象，脉

络丛上皮与其基底部的血管之间部分脱落（图

１Ｂ）。染氯化锰９０ｄ后脉络丛组织混乱，上皮细胞
之间界限不清，细胞核大小不一，有的缺失，胞浆絮

状，血管与上皮之间完全脱落（图 １Ｃ）。染氯化锰
９０ｄ后无处理观察３０ｄ后脉络丛组织的改变更加
明显，细胞萎缩，胞膜不清，细胞核发生浓缩、碎裂、

溶解等，类似于“凋亡细胞”的死亡现象，细胞间的

连接部分消失等（图１Ｄ）。由此可见，随染氯化锰
时间的延长脉络丛的损伤性改变逐渐加重，并且在

脱离氯化锰接触３０ｄ后仍然表现为损伤持续性加
重的特征。

２．３　锰对大鼠脉络丛细胞超微结构的影响
如图２～图４所示，各对照组侧脑室的脉络丛

上皮细胞正常，核大而圆，胞质内线粒体丰富，上皮

细胞间近游离端可见完整的紧密连接结构，并且上

皮细胞游离端多不规则，自质膜衍生出许多微绒毛，
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图１　锰对大鼠脉络丛病理组织学的影响 （ＨＥ×１００）．分组处理见表１．Ａ：氯化锰３０ｄ对照组；Ｂ：氯化锰３０ｄ组，脉络丛上皮扁平，
细胞排列紊乱；Ｃ：氯化锰９０ｄ组，脉络丛组织形态模糊不清，细胞核大小不一，有的缺失；Ｄ：氯化锰９０ｄ＋３０ｄ恢复组，细胞胞膜不清，胞核浓
缩、溶解，细胞间连接模糊．
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｇａｎｅｓｅｏｎｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｈｏｒｏｉｄｐｌｅｘｕｓｏｆｒａｔｓ（ＨＥ×１００）．

排列整齐，上皮下为富含毛细血管的基质。各氯化

锰处理组脉络丛上皮细胞均发生不同程度的改变，

表现为暗细胞数增加，细胞核浓缩深染，核膜皱缩变

形，细胞质空泡增加，微绒毛缺失，溶酶体增加，粗面

内质网肿胀，以及细胞间紧密连接间隙变宽、断裂，

甚至消失，随染氯化锰时间延长，损害加重，并在脱

离氯化锰接触３０ｄ后仍有进行性加重的趋势，呈现
出氯化锰毒性病程依赖性模式。

图２　锰对大鼠脉络丛上皮细胞细胞核（Ｎ）、线粒体（Ｍ）与溶酶体（Ｌ）的影响．分组处理见表１．Ａ：氯化锰３０ｄ对照组；Ｂ：氯化锰
３０ｄ组，胞核变小，核膜皱缩变形，线粒体空泡样改变，溶酶体破裂变小；Ｃ：氯化锰９０ｄ组，胞核皱缩变形，线粒体空泡样改变，嵴有脱落现象，
溶酶体破裂变小；Ｄ：氯化锰９０ｄ＋３０ｄ恢复组，核膜皱缩，染色质浓染，似凋亡，线粒体肿大，嵴脱落，可见大量空泡，溶酶体增加．
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｇａｎｅｓｅｏｎｎｕｃｌｅｕｓ（Ｎ），ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ（Ｍ）ａｎｄｌｙｓｏｓｏｍｅ（Ｌ）ｉｎｃｈｏｒｏｉｄｐｌｅｘｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｏｆｒａｔｓ．

图３　锰对大鼠脉络丛上皮细胞微绒毛（ＭＶ）的影响．分组处理见表１．Ａ：氯化锰３０ｄ对照组；Ｂ：氯化锰３０ｄ组微绒毛肿大；Ｃ：氯化
锰９０ｄ组微绒毛排列紊乱；Ｄ：氯化锰９０ｄ＋３０ｄ恢复组微绒毛缺失，排列紊乱．
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图４　锰对大鼠脉络丛上皮细胞间紧密连接（ＴＪ）的影响．分组处理见表１．Ａ：对照组；Ｂ：氯化锰３０ｄ组细胞间紧密连接局部模糊不
清；Ｃ：氯化锰９０ｄ组细胞间紧密连接局部断裂缺失；Ｄ：氯化锰９０ｄ＋３０ｄ恢复组细胞间紧密连接明显变宽，局部有断裂．
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｇａｎｅｓｅｏｎｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ（ＴＪ）ｉｎｔｈｅｃｈｏｒｏｉｄｐｌｅｘｕｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｏｆｒａｔｓ．

３　讨论

ＢＣＢ主要是由室管膜内陷于第三、四脑室与侧脑
室分化形成的脉络丛组织上皮细胞间的紧密连接所

构成，专司外周血循环与 ＣＳＦ循环之间的物质转
运［４］。脉络丛组织由脉络丛上皮与富含有窗毛细血

管的基质构成，其上皮细胞是立方形或矮柱形细胞，

细胞表面有许多微绒毛，细胞核大而圆，胞质内有丰

富的线粒体［５］。脉络丛上皮为一具有活性的界面，不

仅可以通过其表面的微绒毛分泌ＣＳＦ，而且在保护脑
组织免受一些血液中的内源性与外源性有害物质损

害方面也起着非常重要的作用［４］。当血液中的有毒

物质（如重金属氯化锰等）水平增高时，脉络丛可以通

过结合蓄集的方式阻止其进入ＣＳＦ［６］。但是，脉络丛
对外源性物质的结合能力是有限的，当有毒活性物质

蓄积到一定量时便会破坏脉络丛的结构和功能［７］，血

清中有毒金属与非金属离子就失去了结合位点而不

受限制地进入ＣＳＦ［８］，使神经系统的代谢及功能发生
紊乱，并引起一系列神经生理生化改变。

本研究应用光镜与透射电镜观察了氯化锰对脉

络丛的病理形态学影响，结果发现脉络丛是氯化锰

过量暴露时一个重要的靶部位，氯化锰可致脉络丛

上皮细胞发生不规则萎缩变小，微绒毛结构紊乱、缩

短，胞浆内出现空泡、核质凝聚，线粒体结构破坏，细

胞之间的紧密连接出现部分断裂与消失等，并且这

些改变随染氯化锰时间的延长表现为加重的趋势，

即使在恢复期仍可进行性加重。说明锰可以蓄积在

脉络丛中，且脉络丛蓄积锰的作用有一定的限度，当

超过限度时，可引起脉络丛结构变化影响其屏障功

能完整性。

ＣＳＦ中约９０％的成分来源于脉络丛组织的分
泌［９］。脑脊液对脑组织具有支持、保护与营养作用，

正常生理状态下，其成分受ＢＣＢ的严格调控而保持

相对稳定，但是，在脑组织发生老化以及神经退行性

疾病时ＣＳＦ中的一些血源性蛋白分子含量会增加，可
以作为反映ＢＣＢ损伤的指数［１０］，如ＣＳＦ白蛋白指数
等 ［１１］。本研究结果发现，染氯化锰可以引起 ＣＡＬＢ
浓度以及ＣＡＬＢ指数升高，升高水平与染氯化锰时间
长短以及脉络丛组织的病理结构改变呈正相关，说明

ＣＡＬＢ浓度及ＣＡＬＢ指数可以作为判断氯化锰对ＢＣＢ
损伤程度的参考指标，可以为今后制定作为职业与环

境因素的氯化锰及其化合物所致神经退行性疾病的

早期有效防治措施提供理论依据。
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