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COX-2 在慢性砷暴露诱导小胶质细胞
活化中作用及机制*

张瑞源，陈承志，程淑群，夏茵茵

【摘    要】目的  探讨环氧合酶-2（COX-2）在亚砷酸钠诱导小鼠小胶质细胞活化中的作用及机制。方法  建立慢性

小鼠饮水砷暴露模型，将 20只 C57BL/6J雄性小鼠随机分为对照组（自来水）和砷暴露组（50 mg/L NaAsO2），连续自

由饮水暴露 12周。Morris水迷宫实验检测小鼠学习记忆能力；苏木精-伊红染色和透射电镜观察海马区神经元病理

变化及超微结构改变；免疫荧光检测海马区离子钙结合配适分子 -1（ IBA-1）表达；蛋白印迹法（WB）检测海马区

IBA-1、COX-2、核因子 κB p65（NF-κB p65）蛋白表达；酶联免疫吸附法（ELISA）检测海马区白细胞介素-6（IL-6）和肿

瘤坏死因子 α（TNF-α）表达。结果   与对照组小鼠[逃避潜伏期（29.01 ± 18.10）s、有效停留距离（11.78 ± 1.25）cm]比
较，砷暴露组小鼠逃避潜伏期[（50.79 ± 12.30）s]延长，有效停留距离明显缩短[（9.34 ± 2.34）cm]（P < 0.05）；砷暴露组

小鼠海马区出现细胞排列紊乱、水肿、皱缩等病理改变，荧光显微镜下 IBA-1绿色荧光表达增多。与对照组[IBA-1
（0.75 ± 0.13）、NF-κB p65（0.86 ± 0.14）、COX-2（0.74 ± 0.12）表达水平及 IL-6（43.37 ± 1.11）pg/mL、TNF-α（198.46 ±
9.93）pg/mL含量]比较，砷暴露组小鼠海马 IBA-1（1.01 ± 0.12）、NF-κBp65（1.23 ± 0.11）、COX-2（1.14 ± 0.13）表达水平

及 IL-6和 TNF-α含量[分别为（93.61 ± 3.18）、（604.00 ± 25.02）pg/mL]明显升高，差异均具有统计学意义（P < 0.05）。
结论   慢性砷暴露导致小鼠学习记忆损伤机制可能与小胶质细胞活化，激活 NF-κB上调 COX-2分泌促炎性细胞因

子，促进神经炎症有关。
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Effect  and  mechanism  of  cyclooxygenase-2  on  sodium  arsenic-induced
microglia activation in mice
ZHANG Rui-yuan,   CHEN Cheng-zhi,   CHENG Shu-qun,   et al (Collaborative Innovation Center for Prediction and
Governance  of  Health-Related  Social  Risk, Research  Center  for  Medicine  and  Social  Development, School  of  Public
Health and Management, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

【Abstract】 Objective   To investigate the effect and mechanism of cyclooxygenase-2 (COX-2) on sodium arsenic-induced
microglia activation in mice. Methods   Twenty of C57BL/6J male mice were randomly divided into a control group supplied
with  tap  water  and  an  arsenic  exposure  group  administered  with  drinking  water  containing  50  mg/L  sodium  arsenite
(NaAsO2)  continuously  for  12  weeks  to  establish  a  chronic  arsenic  exposure  model.  Morris  water  maze  was  used  to  test
learning and memory ability of the mice. Hematoxylin-eosin (HE) staining and transmission electron microscopy were used
to observe pathological changes of neuron and ultrastructure in hippocampus. Immunofluorescence microscopy was used to
determine  expression  of  ionized  calcium-binding  adapter  molecule  1  (IBA-1)  in  hippocampus.  The  protein  expressions  of
IBA-1,  COX-2,  transcription  factor  nuclear  factor  kappa-Bp65  (NF-κBp65)  were  detected  with  Western  blot.  The
concentration  of  interleukin-6  (IL-6)  and  tumor  necrosis  factor  alpha  (TNF-α)  was  measured  with  enzyme-linked
immunosorbent  assay (ELISA). Results   Compared to  the control  group,  the mice with arsenic  exposure had significantly
increased escape latency time (50.79 ± 12.30 vs. 29.01 ± 18.10 seconds) but decreased effectively traveled distance (9.34 ±
2.34 vs. 11.78 ± 1.25 centimeters) (both P < 0.05l). Pathological changes such as disarrangement of cells, edema and nuclei
atrophy  were  observed  in  the  hippocampus  of  arsenic  exposed  mice.  The  protein  expression  of  IBA-1  was  increased  in
arsenic exposed mice based on observation of green fluorescence aggregation with fluorescence microscope. In comparison
with those in hippocampus of the control mice, significantly higher levels of IBA-1 (1.01 ± 0.12 vs. 0.75 ± 0.13), NF-κBp65
(1.23 ± 0.11 vs. 0.86 ± 0.14), COX-2 (1.14 ± 0.13 vs. 0.74 ± 0.12), IL-6 (93.61 ± 3.18 vs. 43.37 ± 1.11 pg/mL) and TNF-α
(604.00 ± 25.02 vs.  198.46 ± 9.93 pg/mL) were detected in arsenic exposed mice (P < 0.05 for all). Conclusion   Chronic
arsenic exposure-induced learning and memory impairment are associated with the activation of microglia by the activation
of NF-κB and the increase in the secretion of pro-inflammatory cytokines by upregulation of COX-2 in mice.
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* 基金项目：中国博士后科学基金（2017M612925）；重庆医科大学大学生科学研究与创新实验项目（CXSY201847）

作者单位：重庆医科大学公共卫生与管理学院医学与社会发展研究中心 健康领域社会风险预测治理协同创新中心，重庆 40016
作者简介：张瑞源（1992 – ），女，甘肃金昌人，硕士在读，研究方向：神经毒理。
通信作者：夏茵茵，E-mail：453861367@qq.com
数字出版日期： 2019 - 06 - 19 10:10
数字出版地址：http://kns.cnki.net/kcms/detail/21.1234.R.20190619.1010.012.html

中国公共卫生 2019年 7 月第 35卷第 7期        Chin J Public Health, Jul  2019   Vol.35  No.7 ·847 ·

http://dx.doi.org/10.11847/zgggws1124161


砷是国际癌症研究机构（ International  Agency
form Research on Cancer，IARC）明确的人类 I类致癌

物。流行病学调查发现饮水慢性砷暴露与人群学

习记忆和认知能力损伤相关 [1]。Mong等 [2]研究表

明小鼠慢性砷暴露后出现学习记忆能力损伤。小

胶质细胞是脑内唯一的实质细胞，参与脑内炎症反

应[3]。小胶质细胞的活化是脑内神经炎症的标志且

在学习记忆损伤中起着重要作用 [4]。环氧化酶  – 2
（cyclooxygenase-2，COX-2）是小胶质细胞活化的标

志 [5]，是与认知损伤密切相关的前列腺素的关键前

体限速酶 [6]。本研究以 C57BL/6J雄性小鼠为研究

对象建立亚砷酸钠饮水染毒模型，通过检测小鼠海

马中COX-2、核因子 κB p65（nuclear factor kappa B p65，
NF-κB p65）蛋白表达和白细胞介素 – 6（interleukin-6，
IL-6）、肿瘤坏死因子 α（ tumor necrosis  factor  alpha，
TNF-α）的含量，探讨 COX-2在亚砷酸钠介导的神

经毒性中对小胶质细胞的作用，为深入研究砷中毒

介导的神经毒性提供实验依据。结果报告如下。

1   材料与方法

1.1    实验动物与分组　清洁级 C57BL/6J雄性小

鼠 20只，购于重庆医科大学动物实验中心，许可证

号：SYXK（渝）2018 – 0003。实验前适应性饲养小

鼠 1周，昼夜 12 h循环，自由进水进食。适应饲养

1周后，将小鼠随机分为对照组和砷暴露组，每组

10只，自由饮水染毒 12周。根据课题组前期研究

选用 50 mg/L作为砷暴露组小鼠染毒剂量[7]。

1.2    主要仪器与试剂　酶标仪（美国 Themo公

司），超速低温离心机（美国 Sigma公司），移液枪

（德国 Eppendof公司），荧光显微镜（日本 Olympus
公司），电泳仪（美国 BIO-RAD公司），亚砷酸钠（美

国 Sigma公司），小鼠 IL-6、小鼠 TNF-α、FITC标记

驴抗兔荧光二抗（中国博士德生物工程有限公司），

IBA-1、NF-κB p65、COX-2、β-actin兔抗鼠单克隆抗

体（美国 Cell Signal Technology公司）

1.3    指标与方法

1.3.1   Morris水迷宫行为学测试　（1）定位航行实

验：连续训练 5 d，每天 4次；将小鼠头朝池壁分别

从 4个不同象限下水寻找目标平台，记录小鼠成功

找到平台时间，即逃避潜伏期。（2）空间探索实验：

去除平台，记录 60 s内小鼠在目标象限的停留距

离，检测小鼠对目标象限的记忆保持能力。

1.3.2   海马病理结构观察　将 5 μm小鼠海马冠状

面石蜡切片脱蜡，苏木精 -伊红（hematoxylin-eosin，
HE）染色法染色，70 % 乙醇洗涤 2次后，脱水、透

明、封片后光镜下观察（400 ×）。
1.3.3   海马超微结构观察　将钝性分离的脑海马组

织快速切割成 1 mm3；浸润于 2.5 % 戊二醛 4 ℃ 固

定 24  h； 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ phosphate-buffered  saline，
PBS）漂洗 3次，每次 15 min；1 % 锇酸中固定 2 h后丙

酮脱水；环氧树脂包埋制成 1 μm超薄切片，饱和醋酸

铀染色，透射电子显微镜观察超微结构（20 000 ×）。
1.3.4   小鼠海马 IBA-1表达检测　采用免疫荧光

法，将小鼠大脑置于 4 % 多聚甲醛溶液中固定，常

规脱水，石蜡包埋，连续冠状面切片（5 μm）。切片

经过 60 ℃ 常规烤片、脱蜡、水化后，进行微波抗原

修复，PBS清洗，加入 5 % BSA室温封闭 30 min后

加入 IBA-1（1 ∶ 1 000）一抗，4 ℃ 孵育过夜。第二天

清洗切片，滴加荧光二抗，室温孵育 1 h，PBS清洗

后 DAPI染核，常规清洗加入抗荧光淬灭剂封片，荧

光显微镜观察。

1.3.5   IBA-1、COX-2、NF-κBp65蛋白表达检测　采

用蛋白印迹（Western blot，WB）法，染毒结束后，断

颈处死小鼠，称取 0.1 g小鼠脑海马组织，加入组织

裂解液冰上匀浆裂解提取蛋白，二喹啉甲酸试剂盒

（bicinchoninic acid，BCA）测定蛋白浓度，凝胶电泳

参照文献 [8]。IBA-1、COX-2、NF-κBp65和  β-actin抗

体的稀释比例分别为 1 ∶ 1 000、1 ∶ 1 000、1 ∶ 1 000和

1 ∶ 3 000。使用 Image J软件分析目的条带光密度

值，计算目的蛋白相对表达量。

1.3.6   海 马 组 织 中 IL-6、 TNF-α含 量 检 测 　 采 用

ELISA法，称取 0.1 g小鼠海马组织加入 1 mL生理

盐水（0.9 % NaCl）匀浆，根据 ELISA试剂盒说明书

操作，通过绘制标准曲线计算小鼠海马 IL-6和

TNF-α含量。

x̄± s1.4    统计分析　数据用 表示，采用 SPSS 19.0
软件进行统计分析，组间比较采用 t 检验，以 P < 0.05
为差异有统计学意义。

2   结　果

2.1    NaAsO2 对小鼠体重影响　对照组和砷暴露

组小鼠体重分别为（26.53 ± 0.93）和（25.88 ± 0.95）g，
差异无统计学意义（t = 1.209，P = 0.255）。
2.2    NaAsO2 对小鼠学习记忆能力影响（表 1）　与

对照组比较，砷暴露组小鼠第 5天逃避潜伏期明

显延长（P < 0.05）；空间探索实验结果显示，与对

照组比较，砷暴露组小鼠有效停留距离明显缩短

（P < 0.05）。

¹x § s表 1   砷暴露对小鼠学习记忆能力影响（ ，n = 6）

组别
逃避潜伏期（s） 有效停留距离（cm）

第 1天 第 5天 第 6天

对照组 45.24 ± 23.45 29.01 ± 18.10 11.78 ± 1.25

砷暴露组 55.39 ± 10.19 50.79 ± 12.30   9.34 ± 2.34

t 值 − 0.972 − 2.438 2.253

P 值    0.354    0.035 0.048
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2.3    NaAsO2 对小鼠海马组织病理影响（图 1）　结

果显示，对照组小鼠海马锥体细胞结构正常，排列

整齐（图 1A），而砷暴露组小鼠部分海马锥体细胞

出现核固缩，胞浆深染，空泡增多等损伤表现（图 1B）。

2.4    NaAsO2 对小鼠海马超微结构影响（图 2）　对

照组小鼠海马组织粗面内质网均匀，线粒体可见脊

（图 2A），砷暴露组小鼠脑海马组织细胞器可见显

著水肿，空泡，线粒体见明显脊减少或空泡样改变，

粗面内质网扩张（图 2B）。
 

2.5    NaAsO2 对小鼠海马IBA-1 表达影响（图3）　与

对照组比较，砷暴露组小鼠海马区可见明显的小胶

质细胞表达（绿色荧光）增多。

 

2.6    NaAsO2 对小鼠海马IBA-1、COX-2 和NF-κBp65
蛋白表达影响（图 4、表 2）　结果显示，与对照

组比较，砷暴露组小鼠海马 IBA-1、NF-κBp65和COX-2
蛋白表达水平均明显增加（P < 0.05）。

A B

 
注：A对照组；B砷暴露组。

图 1   砷暴露对小鼠海马组织病理学影响（HE，× 400）

A B

 
注：A：对照组；B：砷暴露组

图 2   砷暴露对小鼠海马组织超微结构影响（× 20 000）

DAPI

A A A

B B B

IBA-1 DAPI+IBA-1

 
注：A：对照组；B：砷暴露组

图 3   砷暴露对小鼠海马 IBA-1表达影响（荧光染色，× 400）
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2.7    NaAsO2 对小鼠海马组织中 IL-6 和 TNF-α 含

量影响　对照组、砷暴露组小鼠海马组织中 IL-6和

TNF-α含量分别为（43.37 ± 1.11）、（198.46 ± 9.93）pg/mL
和（93.61 ± 3.18）、（604.00 ± 25.02）pg/mL；与对照组

比较，砷暴露组小鼠海马组织中 IL-6和 TNF-α含量

均明显升高，差异有统计学意义（t = − 36.521、− 36.908，
P < 0.01）。

3   讨　论

砷毒性的重要靶点为神经系统，研究发现砷可

以在脑内蓄积 [7]，慢性砷暴露与神经退行性疾病相

关，如阿尔茨海默病、帕金森病等 [9]。血脑屏障

（blood brain barrier，BBB）由脑内毛细血管网与胶质

细胞组成，是维护脑内环境稳定，阻止有害物质进

入脑的屏障。砷可以通过改变血脑屏障的通透性

在脑内蓄积介导神经炎症反应[2, 10]。Morris水迷宫

实验是评估啮齿动物空间学习与记忆的常用方法[11]。

本研究结果显示，小鼠饮水砷暴露后，学习记忆损

伤，小鼠海马出现超微结构和病理改变。提示，慢

性砷暴露小鼠模型建立成功。小胶质细胞作为脑

内唯一的实质细胞，在神经炎症和免疫调节中起着

重要作用 [3]。 IBA-1为小胶质细胞的标志物，本研

究结果显示，与对照组比较，砷暴露组小鼠海马

IBA-1绿色荧光表达明显增加，出现小胶质细胞活

化形态的经典改变，即分枝状消失，胞体变圆，呈

“阿米巴样”。提示，慢性砷暴露小鼠学习记忆能力

损伤与小胶质细胞活化有关。

小胶质细胞的活化在阿尔兹海默症、帕金森病

等神经退行性病变中起着重要作用。活化的小胶

质细胞通过释放 IL-6、TNF-α等促炎性细胞因子诱

导神经元死亡[12]。慢性神经退行性疾病（如阿尔茨

海默症）中 NF-κB在神经元和胶质细胞中被激活[13]。

NF-κB在学习和记忆等过程中发挥重要作用，其中

NF-κB p65为炎症信号通路关键开关 [14]。被激活的

NF-κB通过细胞质进入细胞核，表达下游的 COX-2
和 TNF-α[15]。COX-2是前列腺素合成过程中的重

要限速酶，在神经炎症介导的学习记忆损伤中起着

重要作用 [16]，是小胶质细胞活化的标志之一 [5]。张

宗奇等 [17]研究发现脂多糖诱导的小鼠及原代小胶

质细胞神经炎症模型中，COX-2蛋白表达升高。本

研究结果显示，砷暴露组小鼠海马NF-κB p65、COX-2
蛋白表达上调， IL-6和 TNF-α含量明显高于对照

组。推测慢性砷暴露小鼠学习记忆能力损伤与海

马区小胶质细胞活化，激活 NF-κB p65上调 COX-2，
分泌促炎性因子 IL-6和 TNF-α导致神经毒性有

关。其详细机制还需要进一步的深入研究。
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¹x § s
表 2   砷暴露对小鼠海马 IBA-1、NF-κB p65、COX-2

蛋白表达影响（ ，n = 3）

组别 IBA-1 NF-κBp65 COX-2
对照组 0.75 ± 0.13 0.86 ± 0.14 0.74 ± 0.12
砷暴露组   1.01 ± 0.12 a   1.23 ± 0.11 a   1.14 ± 0.13 a
　　注：与对照组比较，a P < 0.05。
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图 4   砷暴露对小鼠海马 IBA-1、COX-2、NF-κBp65蛋
白表达影响
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