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钇早期暴露对大鼠海马组织生长发育的组织形态学影响

李炳辉!"*"张丽英&"陈晨""李宁*"张文众*"贾旭东*"李志华!
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摘$要!目的$探讨钇早期暴露对大鼠海马组织生长发育的组织形态学影响! 方法$基于神经发育毒性模型"将

试验分为 * 组$对照%低%中和高剂量组"染毒剂量分别为 %%&%, 和 "& K</J<L‘&以饲料中钇计’"子鼠从 _]%&受

孕成功之日’持续暴露至 a?]Y%&出生后第 Y% 天’"每组随机选取 - 只子鼠&雌雄各半’的海马组织制作石蜡切片"

用 *u"-+二脒基+&+苯基吲哚&])a[’染色%神经特殊染色以及苏木精+伊红&6U’染色法观察海马组织形态结构以及

凋亡情况#通过透射电镜观察海马组织细胞和亚细胞结构! 结果$"& K</J<L‘组海马组织胶质细胞凋亡量较对

照组明显增多"差异有统计学意义&5h%.%(’#海马神经元尼氏体%神经纤维较对照组变化不明显#"& K</J<L‘组

血脑屏障完整性受到破坏"线粒体脊肿胀%内有致密颗粒物沉积! 结论$_]% fa?]Y% 钇暴露"高剂量组&"& K</J<

L‘’海马组织胶质细胞凋亡增加"血脑屏障完整性受到破坏"线粒体受到氧化损伤!

关键词!钇# 海马组织# 凋亡# 血脑屏障# 线粒体# 稀土元素# 病理# 生长发育# 毒性

中图分类号!’!(($$文献标志码!)$$文章编号!!%%*+,*(-#&%!-$%&+%!-%+%-
!"#%!%.!"(#%/0120341&%!-.%&.%%(

<++5/6,+-5>52,7.5’6(2%&*6,.,07%,2,3: ,+0(6%&77,/(.7?*(+6505(02: *6(35:660&?.5D7,*?05
\[L9;<+4=9" 56)?_\9+H9;<" >6U?>4C;" \[?9;<" 56)?_‘C;+Q4A;<" 8[)e=+FA;<" \[549+4=:

#]CO:D@KC;@A36C:B@4 RAc92ABA<H" G24AABA3a=MB926C:B@4 :;F T:;:<CKC;@" ‘C93:;<
TCF92:B7;9PCDI9@H" G4:;FA;<‘C93:;<&-!%%%" >49;:$

81*60(/6% "1=5/6&>5$R4CI@=FH:9KCF @ACcOBADC@4CC33C2@A3FCPCBAOKC;@:B49I@AKADO4ABA<HA3D:@49OOA2:KO=I:3@CD
C:DBHI@:<CH@@D9=KCcOAI=DC1A56%,-*$’:@INCDCF9C@:DHCcOAICF @AH@@D9=K;9@D:@C=;FCDA;CA33A=DFAICI#%" &" ,"

"& K</J<L‘" 2:B2=B:@CF M:ICF A; ^" m$ 3DAK_]% @Aa?]Y%" M:ICF A; @4CFCPCBAOKC;@:B;C=DA@Ac929@H1G9cA33IOD9;<Ii

#4:B3K:BC:;F 4:B33CK:BC$ 49OOA2:KO9OCD<DA=O NCDCICBC2@CF 3AD49I@AKADO4ABA<HAMICDP:@9A; MH@4CKC@4AF A3])a[

I@:9;1?CDPCIOC29:BFHC9;<:;F 6UI@:9;9;<N:I:OOB9CF :;F I=M2CBB=B:DI@D=2@=DCN:IAMICDPCF MH@D:;IK9II9A; CBC2@DA;

K92DAI2AOC1B5*?26*$R4C:KA=;@A349OOA2:KO=I<B9:B2CBB:OAO@AI9IN:II9<;9392:;@BH9;2DC:ICF 9; "& K</J<L‘ <DA=O

:I2AKO:DCF N9@4 @4C2A;@DAB1?AAMP9A=IBHP9I9MBC24:;<CA3;CDPC39MCD:;F ;C=DA;:B?9IIBMAFH9; 49OOA2:KO=IN:I

3A=;F16ANCPCD" @4C9KO:9DCF 9;@C<D:B9@HA3MBAAF+MD:9; M:DD9CD" INCBB9;<K9@A24A;FD9::;F FCOAI9@ICF9KC;@A3FC;IC

O:D@92=B:@CK:@@CDNCDC3A=;F 9; "& K</J<L‘<DA=O1$,’/2?*&,’$’:@ICcOAICF @AH@@D9=KA3"& K</J<L‘3DAK_]% @A

a?]Y% 2:=ICF :OAO@AI9IA349OOA2:KO=I<B9:B2CBB" @4C9KO:9DCF 9;@C<D:B9@HA3MBAAF+MD:9; M:DD9CD:;F @4CAc9F:@9PCF:K:<C

A3K9@A24A;FD9:1

95: ;,0-*% @̂@D9=K& 49OOA2:KO=I& :OAO@AI9I& MBAAF+MD:9; M:DD9CD& K9@A24A;FD9:& D:DCC:D@4& O:@4ABA<H& <DAN@4 :;F

FCPCBAOKC;@& @Ac929@H

收稿日期!&%!-+%&+%!

基金项目!国家自然科学基金项目 ",!"Y"%%#%,!&Y"%,!# $(&" 人才

项目

作者简介!李炳辉$男$硕士生$研究方向为卫生毒理学

U+K:9B$B9M9;<4=9%&VI9;:12AK

通信作者!张文众$男$研究员$研究方向为卫生毒理学

U+K:9B$Q4:;<NQ&%%&VI9;:12AK

$$随着稀土元素在现代社会各个领域 #如农业’ 工业和医学等领域$的广泛应用"稀土元素导致的
生物学效应引起了人们的广泛关注* 稀土元素进
入血液后能够通过血液循环蓄积于多个脏器"产生
毒理学效应 (!+") * 长期稀土元素暴露能够降低肾脏
抗氧化能力"诱导氧化应激反应"损伤肾功能 (*) &还
可诱导肝细胞凋亡"导致肝功能受损 (() * 脑毛细血
管壁和神经胶质细胞通过形成特殊的屏障"阻止血
液和脑脊液中的有害大分子进入脑组织"维持内环
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境稳态"起到保护作用* 正常状态下"稀土元素离
子很难通过血脑屏障"动物实验发现"长期稀土暴
露后脑组织中均检测出稀土元素 (-+Y) * 吴敏仪等 (,)

认为"高浓度钇暴露能够明显抑制大鼠生长发育"
降低学习记忆能力* 随着稀土元素暴露的增加"海
马神经元凋亡现象更加明显 (#) * 长期稀土暴露能
够明显抑制小鼠脑组织 >:& m+)Ra酶活性"降低
]?)浓度"导致微量元素失衡 (!%+!!) * ‘)?_等 (!&)

研究发现"小鼠连续暴露氯化铈 #% F 后海马组织细
胞肿胀’出血"炎性细胞浸润"组织严重受损* 人群
研究结果显示 (!"+!*) "稀土元素污染区儿童智力较非
污染区明显降低* 本课题组前期研究发现"低剂量
钇对大鼠的学习记忆有促进作用"高剂量会产生损
伤效应* 海马体是动物学习记忆的中心区域"海马
组织结构和功能的改变直接影响机体的学习记忆
能力* 上述研究提示稀土元素长期暴露可能会影
响海马体组织结构的完整性"但是缺乏系统研究和
剂量+反应关系研究"钇对神经系统的组织形态学影
响鲜见相关报道*

本试验通过神经特殊染色’免疫组化’电镜技
术"全面研究大鼠胎儿期至青春期钇暴露对海马体
神经元’神经纤维以及细胞’亚细胞结构的影响"从
组织形态学角度揭示钇的毒性效应和机制*

!$材料与方法
!.!$材料
!.!.!$实验动物

试验选取 !-% 只清洁级成年健康 G]大鼠"由
北京维通利华公司提供 (许可证号% G êZ#京 $
&%%#+%%"&)"雌性体质量 !#% f&"% <"雄性体质量
&&% f&(% <"动物饲养场所由中国疾病预防控制中
心动物实验室提供 (清洁级动物室"许可证号%
G êZ#京$&%%#+%%"&)"温度范围 &% f&* p"相对湿
度 *(b f((b"!& 4 明暗交替"自由进食和饮水"适
应性喂养一周后用于试验*

,% 只雌性 G]大鼠随机分为 * 组"每组 &% 只"
饲喂两周后与同龄同品系的雄鼠按 !l!比例交配"

从观察到有阴栓脱落后"开始进行饲料染毒"分为
对照’低’中和高剂量组"染毒剂量分别为 %’&’, 和
"& K</J<L‘"染毒至子代 a?]&!#a?]&! 指出生第
&! 天"以此类推$"子鼠从 a?]&& 开始连续染毒至
a?]Y%* 子代大鼠出生日期记为 a?]%*

每组随机选取 - 只子代大鼠"雌雄各半"用 !b
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉"开胸经左心室插管&快
速灌注预冷的生理盐水直至流出液变清亮"以 *b
的多聚甲醛在 "% K9; 内持续灌注"充分固定后"在

冰上快速分离海马组织"取出的海马组织在 *b甲
醛中继续固定 & 4"然后脱水透明后进行石蜡包埋
和切片*
!.!.&$主要仪器与试剂

生物显微镜 #日本 ?9JA;$’荧光显微镜 #德国
\C92:$’ 6+Y-(% 型 透 射 电 子 显 微 镜 # 日 本
6[R)>6[$’全自动脱水机’全自动包埋机’半自动石
蜡切片机’全自动染色机’全自动封片机*

尼式检测试剂盒’‘C9B检测试剂盒’*u"-+二脒
基+&+苯基吲哚染液#])a[$均购自华兴创新#北京$

科技有限公司"甲醛’二甲苯’*b多聚甲醛’&.(b戊
二醛和氯仿均为分析醇*
!.&$方法
!.&.!$])a[染色检测细胞凋亡

海马组织石蜡切片常规脱蜡’水化"用硫酸盐
缓冲液#aLG$洗 ( K9;&将以上制备好的切片浸泡在
])a[染色缸中"避光作用 !% K9;"用盖玻片封片&置
于荧光显微镜下在 "(# ;K处以激发光观察结果%
])a[染色呈蓝白色荧光* 早期凋亡细胞呈现核浓
缩"染色加深或核染色质呈新月形聚集于核膜一
边"晚期凋亡细胞表现为核碎裂成大小不等的圆形
小体"并被细胞膜所包绕"即凋亡小体* 运用 [K:<C+
aDAaB=I软件对凋亡小体染色图像进行半定量分
析"检测参数为积分光密度#[X]$"[X]值越大表示
视野内凋亡小体量越多*
!.&.&$海马组织神经尼氏染色

将海马组织石蜡切片脱蜡"置入水中&用尼式
染色 )液涂片"染色 !% f&% K9;&然后蒸馏水冲洗&

用尼氏染色 L液分化"直到大部分染色被消除#* f
, I$&取出切片放入无水酒精 !’"中各& K9;"然后取
出切片浸入二甲苯!和"中各处理& K9;"最后用加拿
大树胶封片* 染色结果%尼氏小体呈紫黑蓝色"神
经元呈淡紫蓝色"细胞核呈紫蓝色* [K:<C+aDAaB=I

软件对尼氏小体染色图像进行半定量分析"检测参
数为 [X]"[X]值越大表示视野内尼氏小体量越多*
!.&."$‘C9B髓鞘染色

取石蜡切片 !( f&% !K"脱蜡后蒸馏水洗涤&加
入试剂 )处理 "% K9;"置于 "Y p或 -% p温箱
!% f"% K9;"蒸馏水洗涤&以试剂L分化#镜下控制区
分正常髓鞘与灰质或变性区域$后蒸馏水洗涤&试剂
>分化#如分化较好此步可省略$后蒸馏水洗涤&最后
加入 - 滴试剂 ]处理"充分水洗"进行脱水’透明’封
固* 染色结果%髓鞘呈黑色"背景呈无色*
!.&.*$海马组织苏木精+伊红#6U$染色

二甲苯脱去切片中的石蜡"分别用梯度为
#(b’#%b’,%b’Y%b的酒精浸泡 ! K9;"再用蒸馏
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水冲洗片刻&将蒸馏水冲洗后的切片放入苏木精水
溶液中染色数分钟&取出后蒸馏水洗涤"置于盐酸
水溶液中分色"各数秒钟&流水冲洗 ! 4 后浸入蒸馏
水中片刻&取出切片以 Y%b和 #%b酒精中各脱水
!% K9;&用酒精伊红染色液染色 & f" K9;&染色后的
切片通过纯酒精脱水"再用二甲苯冲洗使切片至透
明&最后以中性树胶封片"光镜下观察海马组织的
形态结构*
!.&.($透射电子显微镜观察

每组随机选取 - 只 G]大鼠#雌雄各半$"用 !b
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉"开胸后经左心室插管"
先快速灌注预冷的生理盐水"直至流出液变清亮"
继以电镜固定液持续灌注 "% K9;"充分固定后"取出
大脑"切取 ! KKs! KKs! KK海马 >)" 区组织
块"放入 &b多聚甲醛+&.(b戊二醛 * p固定 & 4&二
甲砷酸钠缓冲液#O6rY.&$冲洗 " 次"每次 !% K9;&
!b锇酸 * p固定 & 4&固定后的切片用双蒸水冲洗
" 次"每次 !% K9;&以梯度浓度的酒精进行脱水#以
(%b’Y%b’ #%b 的酒精各脱水 !% K9;&然后以
!%%b的酒精脱水 !( K9;"进行 & 次 $"环氧树脂

UOA;,!& 进行包埋&先做成天青+美兰染色半薄切片
#! !K$"用光学显微镜找到海马体&再将海马体的
半薄切片制作成超薄切片"最后用醋酸双氧铀/枸
橼酸铅染色* 透射电子显微镜下观察海马体细胞
和亚细胞结构*
!."$统计学分析

X3392C&%!% 汇总整理校核数据"结果以+平均值
q标准差,表示##9q,$"用 GaGG !,.% 进行组间差异
的方差分析"方差齐时用 \G]方法"方差不齐时用
_:KCI+6ANCBB方法检验"5h%.%( 为差异有统计学
意义*

&$结果与分析
&.!$海马组织细胞凋亡研究结果

高剂量组#"& K</J<L‘$大鼠海马神经胶质
细胞核固缩现象明显"染色加深"核染色质呈新月
形聚集于核膜一边"见图 !&随着硝酸钇暴露剂量
的增加"高剂量组海马组织细胞凋亡数量与对照
组相比明显增多"均有差异统计学意义 #5h
%.%($ "见表 !*

注%低’中剂量组海马体细胞凋亡结果较对照组无明显变化"故图略

图 !$海马组织细胞凋亡图
E9<=DC!$69OOA2:KO=I2CBB:OAO@AI9I

表 !$不同浓度硝酸钇暴露组海马凋亡小体 [X]值的
比较##9#,"& r-$

R:MBC!$[X]A3:OAO@AI9IMAFH9; F933CDC;@<DA=OI
分组 [X]值
对照组#% K</J<L‘$ !%.*, q!.&(

低剂量组#& K</J<L‘$ #.,# q&.%!

中剂量组#, K</J<L‘$ !%.Y& q&.&!

高剂量组#"& K</J<L‘$ !&.!" q".#Y$

注%$表示该组数据与对照组比较"差异有统计学意义#5h%.%($

&.&$神经特殊染色结果分析
&.&.!$钇对尼氏小体的影响

光镜下尼氏体呈紫黑蓝色颗粒或斑块状"对照
组#% K</J<L‘$海马神经元胞浆内斑块状尼氏小
体丰富"神经元排列整齐"见图 &&高剂量组#"& K</
J<L‘$尼氏小体较对照组 #% K</J<L‘$略有减

少"差异无统计学意义#5g%.%($"见表 &*
&.&.&$钇对神经纤维的影响

各剂量组神经纤维完整"粗细均匀"排列紧密"

较对照组无明显差别"见图 "*
&."$海马组织病理学分析

光学显微镜下观察发现"各剂量组海马神经元
形态基本完整"分布规则"数目无明显变化"细胞核
未见明显异常"与对照组相比均无明显变化*
&.*$海马神经元亚细胞结构观察结果
&.*.!$血脑屏障

对照组#% K</J<L‘$血脑屏障完整"高剂量组
#"& K</J<L‘$部分血脑屏障不完整"星型胶质细
胞细胞器固缩"出现髓样变性"部分血脑屏障周围
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注%低’中剂量组海马神经元胞浆内尼氏体染色结果较对照组无明显变化"故图略

图 &$海马尼氏小体染色图
E9<=DC&$XMICDP:@9A; A; ?9IIBiIMAFHI@:9; 9; 49OOA2:KO=I

表 &$不同浓度硝酸钇暴露组海马尼氏小体 [X]值的

比较##9#,"& r-$

R:MBC&$[X]A3?9IIBiIMAFH9; F933CDC;@<DA=OI
分组 [X]值
对照组#% K</J<L‘$ !!, q".*,

低剂量组#& K</J<L‘$ !&" q"."!

中剂量组#, K</J<L‘$ !&% q&.#,

高剂量组#"& K</J<L‘$ !!( q".%&

可见髓样体"见图 **
&.*.&$线粒体

高剂量组 #"& K</J<L‘$线粒体电子密度增
加&双层膜不完整"模糊不清或断裂&脊间质电子密
度增加"小的黑色颗粒沉积"大的黑色颗粒聚集*
脊扩张"双层膜消失"见图 (*

注%低’中剂量组海马神经纤维染色结果较对照组无明显变化"故图略

图 "$‘C9B法神经纤维染色图
E9<=DC"$‘C9BI@:9; 9; ;CDPC39MCDI

注%低’中剂量组血脑屏障较对照组无明显变化"故图略

图 *$海马体血脑屏障电镜图
E9<=DC*$7B@D:K92DAI@D=2@=DCA349OOA2:KO=IMBAAF+MD:9; M:DD9CD
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注%低’中剂量组海马神经元内线粒体较对照组无明显变化"故图略

图 ($海马体线粒体电镜图
E9<=DC($7B@D:K92DAI@D=2@=DCA3K9@A24A;FD9:

"$讨论
大鼠长期进行腹腔注射’静脉注射以及经口灌

胃稀土溶液后均可在脑内检测出稀土元素 (!(+!,) *
戚大煜等 (!#)发现"雌鼠哺乳期稀土元素镧暴露能够
明显抑制子鼠大脑的发育* 小鼠连续给予铈 -% F"
海马神经元出现明显凋亡现象 (#) * 章子贵等 (&%)研
究发现"小鼠学习记忆能力随钐暴露浓度的增加而
逐渐降低* 血脑屏障位于脑毛细血管壁和神经胶
质细胞之间"能够阻止有害物质侵入"维持脑组织
内环境稳态"保证中枢神经系统正常结构和功能*
朱为方等 (&!)通过流行病学调查以及动物实验认为"
成人稀土日允许摄入量为 %.%Y K</J<L‘较为合
适* 故本次研究选取 %’&’, 和 "& K</J<L‘ L‘作
为染毒剂量"结果显示高剂量组#"& K</J<L‘$大
鼠海马组织血脑屏障出现明显的损伤"神经胶质细
胞凋亡明显增加"提示生命早期持续的钇暴露可能
通过损伤血脑屏障"蓄积于脑组织"诱导海马组织
细胞凋亡"导致学习记忆能力降低*

长期稀土暴露能够明显降低鼠脑组织抗氧化
能力"导致脑内活性氧增多"脂质过氧化加剧"出现
氧化应激现象"诱导海马组织细胞凋亡 (!#"&&+&") * 动
物实验发现"小鼠学习记忆能力降低和脑组织氧化
损伤密切相关 (&*) * 线粒体通路是细胞凋亡调控的
主要信号通路"线粒体膜通透性转换孔 #KaRa$在
细胞凋亡和神经变性过程中起着重要的作用"KaRa
过度开放会导致细胞基质肿胀’外膜破裂’膜间隙
内物质#细胞色素 >等$释放到细胞质中"释放出的
凋亡因子能够激活胞内含半胱氨酸的天冬氨酸蛋
白水解酶#2:IO:IC$"活化的凋亡蛋白酶 2:IO:IC反
作用于线粒体"促进细胞色素 >的释放"破坏电子
传递链"诱导氧化应激"引起典型的凋亡反应 (&(+&Y) *
本次研究发现"钇高剂量组#"& K</J<L‘$大鼠海

马神经元线粒体受损情况明显"提示钇可能通过损
伤线粒体诱导细胞凋亡* 线粒体基质内出现黑色
致密颗粒物"可能是由钙离子沉积引起的* 6U
等 (&,)发现"长期镧暴露能够诱导大鼠海马细胞内
>:& m浓度升高"同时伴随着 >:& m+)Ra酶活性降低*
>:& m是细胞内重要的第二信使"在线粒体损伤和细
胞凋亡调控中起着至关重要的作用 (&#) *

综上所述"生长发育早期的钇暴露导致海马体
的血脑屏障损伤和线粒体破坏"提示氧化损伤是钇
的重要毒性作用机制之一*
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