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氯氰菊酯对小鼠小脑组织氧化损伤

及核转录因子鄄E2 相关因子 2 基因表达的影响

周礼华,陈摇 冲,张摇 朋,王摇 力,吴学森

[摘要]目的:研究氯氰菊酯对小鼠小脑组织氧化损伤及核转录因子鄄E2 相关因子 2(Nrf2)基因表达的影响。 方法:以 40 只昆

明小鼠为受试动物,随机分为 4 组,包括 1 个阴性对照组和 3 个氯氰菊酯染毒组,染毒组按 5、10、20 mg / kg 3 个剂量水平灌胃

染毒小鼠 3 周,以小脑组织匀浆测定丙二醛(MDA)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH鄄PX)、总超氧化物歧化酶(T鄄SOD)、过氧化氢

酶(CAT)的含量;用免疫组织化学法检测 Nrf2 在小脑组织细胞中的表达;用逆转录聚合酶链反应(RT鄄PCR)检测 Nrf2 基因表

达。 结果:随着氯氰菊酯染毒剂量升高,小脑组织 MDA 含量逐渐增加,GSH鄄PX、T鄄SOD、CAT 等酶学活性逐渐下降,染毒组与

对照组比较差异均有统计学意义(P < 0. 01)。 免疫组织化学法显示,随着染毒剂量增加,小鼠小脑组织细胞核 Nrf2 阳性细胞

表达增加,与对照组比较差异均有统计学意义(P < 0. 01),高剂量染毒组胞核阳性细胞表达均高于低剂量染毒组(P < 0. 01)。
RT鄄PCR 显示,随着染毒剂量增加,Nrf2 条带光密度值增加,与对照组比较差异具有统计学意义(P < 0. 01),高剂量染毒组基因

表达均高于低剂量染毒组(P < 0. 01)。 结论:CYP 染毒造成小鼠小脑组织氧化损伤,导致氧化应激反应中关键分子 Nrf2 由细

胞质向细胞核转位,从而增强脑组织对抗氧化应激的能力。
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Effect of cypermethrin on the oxidative damage and mRNA expression
of nuclear factor erythroid鄄2鄄related factor 2 in mice cerebellar tissue

ZHOU Li鄄hua,CHEN Chong,ZHANG Peng,WANG Li,WU Xue鄄sen
(Department of Preventive Medicine,Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030,China)

[Abstract] Objective:To observe the effects of cypermethrin on the oxidative damage and gene expression of nuclear factor erythroid鄄
2鄄related factor 2(Nrf 2) mRNA in mice cerebellar tissue. Methods:Forty male Kunming mice were randomly divided into one negative
control group and three cypermethrin infection groups. Three cypermethrin infection groups were infected by 5,10 and 20 mg / kg of
cypermethrin gavage,once daily for three weeks,respectively. The contents of MDA,GSH鄄Px,T鄄SOD and CAT and MDA were measured
in cerebellar tissue. The mRNA and protein expressions of Nrf2 in cerebellar tissue were detected using reverse transcription polymerase
chain reaction(RT鄄PCR) and immunohistochemistry(IHC),respectively. Results:With the dose of cypermethrin increasing,the level of
MDA increased,the levels of GSH鄄Px, T鄄SOD and CAT decreased in cerebellar tissue, and the differences of whose between the
cypermethrin infection group and control group were statistically significant(P < 0. 01). The immunohistochemistry result showed that
the positive expression of Nrf2 in nucleus increased in cerebellar tissue with the dose of cypermethrin increasing,the difference of which
between the cypermethrin infection group and control group were statistically significant(P < 0. 01). The positive expression of Nrf2 in
nucleus in high鄄dose cypermethrin infection group was higher than that in low鄄dose cypermethrin infection group(P < 0. 01). The RT鄄
PCR results showed that the optical density value of Nrf2 increased in cerebellar tissue with the dose of cypermethrin increasing,the
difference of which between the cypermethrin infection group and control group were statistically significant(P < 0. 01). The mRNA
expression level of Nrf2 in high鄄dose cypermethrin infection group was higher than that in low鄄dose cypermethrin infection group(P <
0. 01). Conclusions:The cypermethrin infection can lead to the oxidative damage in cerebellar tissue and induce the translocation of
Nrf2 from the cytoplasm to the nucleus,which can strength the antioxidative capacity of brain tissue.
[Key words] cypermethrin;oxidative damage;nuclear factor鄄erythroid 2鄄related factor 2;mice

摇 摇 氯氰菊酯(cypermethrin,CYP)属于域型除虫菊

酯类农药,长期低剂量接触该类农药,可导致神经系

统失调、糖代谢紊乱甚至癌症的发生[1 - 2]。 脑组织

是机体氧化代谢最活跃的器官,含有高浓度多不饱

和脂肪酸,对脂质过氧化作用高度敏感,其抗氧化能

力却低于其他主要器官,因此防御自由基损伤的能
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力较差。 CYP 可以跨过血脑屏障,选择性地作用于

脑组织,诱导该部位产生氧化应激,进而导致神经元

损伤、退行性变、凋亡或坏死[3 - 5]。 核转录因子鄄E2
相关因子 2 ( nuclear factor erythroid鄄2鄄related factor
2,Nrf2) 是氧化应激反应的关键因子,生理状态下

与胞质蛋白伴侣分子 Keap1 结合,Nrf2 的功能处于

抑制状态,当受到内外界自由基和化学物质刺激时,
Nrf2 与 Keap1 解离而活化,活化的 Nrf2 由细胞质进

入细胞核,与抗氧化反应元件( antioxidant response
element,ARE)结合,同时激活下游抗氧化酶和域相

解毒酶的表达,如血红素氧合酶鄄1(heme oxygenase鄄
1,HO鄄1)、超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase,
SOD)、过氧化氢酶(catalase,CAT)等抗氧化和解毒

酶,从而保护机体免受相关物质的侵害[6 - 8]。 与大

脑相比,小脑不饱和脂肪酸含量更高,更易受到自由

基的侵袭。 本研究拟通过体内实验观察不同剂量

CYP 染毒对小鼠小脑组织氧化应激、Nrf2 基因表达

的影响,从而探讨 CYP 的神经毒作用机制,为合理

选择农药提供实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物与材料摇
1. 1. 1摇 实验动物与分组摇 选用安徽医科大学实验

动物中心提供的健康成年雄性昆明小鼠 40 只[合
格证号:SCXR(皖)],体质量为(30. 59 依 2. 64) g。
动物饲养温度(24 依 2)益,相对湿度(50 依 10)% ,以
商业鼠粮饲养小鼠,实验期间小鼠可自由进食饮水。
40 只昆明小鼠随机分成 4 组,包括 1 个阴性对照组

和 3 个氯氰菊酯染毒组,每组 10 只。 参考文献

[9],染毒组的剂量确定为 5、10、20 mg / kg 3 个剂量

水平,连续 3 周经口灌胃染毒,每日灌胃前称取小

鼠体质量,灌胃体积为 0. 01 mL·g - 1 ·kg - 1,灌胃

6 d,休息 1 d。
1. 1. 2摇 主要试剂与仪器摇 氯氰菊酯标准品(Sigma
公司,纯度 99% ),丙二醛(malonaldehyde,MDA)、谷
胱甘肽过氧化物酶 ( glutathione peroxidase, GSH鄄
Px)、总超氧化物歧化酶( total superoxide dismutase,
T鄄SOD)、CAT、总蛋白定量测定试剂盒(南京建成生

物工程研究所),Nrf2 兔抗鼠多克隆抗体(anbobio 公

司),RNA 提取试剂(北京天根生化科技有限公司),
RT、PCR 试剂盒(Ferments 公司)。 低温离心机(德
国 Eppendorf 公司),生物倒置显微镜(日本 Olympus
公司),Synergy2 型酶标仪(美国 Biotek 公司),PCR
梯度扩增仪(东胜龙公司)。

1. 2摇 实验方法摇
1. 2. 1摇 一般情况观察摇 实验期间,观察各组小鼠神

态、摄食及活动情况,每天称取体质量,对体质量变

化进行分析。
1. 2. 2摇 氧化、抗氧化指标检测摇 制备组织匀浆,按
试剂盒说明书要求检测 MDA 含量及 T鄄SOD、GSH鄄
Px、CAT 活性,组织匀浆的蛋白含量采用总蛋白定

量测试盒测定。
1. 2. 3摇 免疫组织化学法检测 Nrf2 阳性细胞表达摇
多聚甲醛固定小脑组织 24 h,常规石蜡包埋,连续切

片,切片厚约 4 滋m,隔 5 取 1,每份标本选取 10 张,
免疫组织化学检测小脑组织 Nrf2 蛋白表达。 按照

试剂盒说明进行具体操作。 细胞质或细胞核被染成

棕黄色颗粒为 Nrf2 阳性细胞。 每张切片随机选择 5
个高倍视野,计数阳性细胞后取平均值。
1. 2. 4摇 RT鄄PCR 分析基因表达摇 采用 RNA 提取试

剂盒分组提取总 RNA,取光密度值在 1. 8 ~ 2. 0 之

间的 RNA 进行逆转录,逆转录步骤按试剂盒程序进

行,每组取 cDNA 2 滋L 进行 PCR 反应,反应体系为

50 滋L。 (1)Nrf2 扩增片段 215 bp;引物序列正义 5忆鄄
TTC CTC TGC TGC CAT TAG TCA GTC鄄5忆、反义 5忆鄄
GCT CTT CCA TTT CCG AGT CAC TG鄄3忆;扩增条件:
94 益预变性 3 min,94 益 变性 30 s,57. 9 益 退火

30 s,72 益延伸 30 s,共 35 个循环。 (2) 茁鄄actin 扩

增片段 150 bp;引物序列正义 5忆鄄AGT GTG ACG
TTG ACA TCC GTA鄄3忆、反义 5忆鄄GCC AGA GCA GTA
ATC TCC TTC T鄄3忆;扩增条件:94 益预变性 3 min,
94 益变性 30 s,60 益退火 30 s,72 益延伸 30 s,共
35 个循环。 取 PCR 产物行凝胶电泳,用凝胶成像系

统进行条带光密度半定量分析。
1. 3摇 统计学方法摇 采用方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 小鼠一般情况观察摇 对照组小鼠摄食正常、神
态安详、毛色具有光泽。 染毒组小鼠精神欠佳、毛色

晦暗,小鼠耳朵、尾巴和爪子出现不同程度的撕咬痕

迹,尤其是高剂量组,伤痕最明显。 染毒前各组小鼠

体质量差异无统计学意义(P > 0. 05),染毒结束后,
各组小鼠体质量均较染毒前增加(P < 0. 01),各组

小鼠体质量增加程度差异均无统计学意义 (P >
0. 05)(见表 1)。
2. 2摇 小鼠小脑组织 T鄄SOD、GSH鄄Px、CAT 和 MDA
含量比较摇 染毒组小鼠小脑组织 MDA 含量均明显

高于对照组(P < 0. 01),而 3 组 CYP 染毒小鼠小脑

组织 MDA 含量差异均有统计学意义(P < 0. 01)。
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随着染毒剂量增加,小鼠小脑组织 T鄄SOD、GSH鄄Px、
CAT 活性逐渐降低,各染毒组与对照组差异均有统

计学意义(P < 0. 01)(见表 2)。

表 1摇 4 组小鼠染毒前后体质量比较(ni = 10;x 依 s;g)

分组 染毒前 染毒后

对照组 30. 62 依 2. 88 1. 57 依 0. 52**

CYP 5 mg / kg 组 30. 63 依 2. 41 1. 84 依 0. 43**

CYP 10 mg / kg 组 30. 54 依 2. 85 1. 72 依 0. 46**

CYP 20 mg / kg 组 30. 56 依 2. 82 1. 33 依 0. 36**

摇 摇 摇 F 0. 003 2. 43
摇 摇 摇 P > 0. 05 > 0. 05
摇 摇 摇 MS组内 7. 544 0. 199

摇 摇 组内配对 t 检验:**P < 0. 01

2. 3摇 4 组小鼠小脑组织 Nrf2 阳性细胞表达比较摇
Nrf2 蛋白集中分布在小脑组织细胞质中,细胞核表

达较弱。 CYP 染毒后,细胞核 Nrf2 阳性细胞比例逐

渐增加,细胞质表达逐渐减少(见图 1),CYP 10 mg /
kg 和 20 mg / kg 组细胞质 Nrf2 阳性细胞表达均低于

对照组(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),而 CYP 20 mg / kg 组

细胞质 Nrf2 阳性细胞表达均低于 CYP 5 mg / kg 和

10 mg / kg 组(P < 0. 05)。 CYP 10 mg / kg 和 20 mg /
kg 组胞核 Nrf2 阳性细胞表达均高于对照组与 CYP
5 mg / kg 组(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),而 CYP 20 mg / kg
组细胞核 Nrf2 阳性细胞表达显著高于 CYP 10 mg /
kg 组(P < 0. 01)(见表 3)。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 对照组和染毒组小鼠小脑组织 MDA、T鄄SOD、GSH鄄Px 和 CAT 含量比较(ni = 10;x 依 s)

分组 MDA / (nmol / mgprot) T鄄SOD / (nmol / mgprot) GSH鄄Px / (nmol / mgprot) CAT / (nmol / mgprot)

对照组 7. 53 依 0. 48 35. 84 依 0. 95 199. 66 依 3. 52 127. 76 依 3. 94

CYP 5 mg / kg 组 9. 15 依 1. 00** 28. 23 依 0. 33** 169. 07 依 8. 42** 115. 90 依 4. 43**

CYP 10 mg / kg 组 10. 92 依 0. 24**
吟吟 28. 11 依 2. 03** 141. 28 依 8. 74**

吟吟 99. 93 依 2. 16**
吟吟

CYP 20 mg / kg 组 12. 51 依 0. 73**
吟吟## 21. 01 依 1. 89**

吟吟## 122. 74 依 6. 17**
吟吟## 86. 32 依 6. 04**

吟吟##

摇 摇 摇 F 102. 27 168. 55 227. 96 172. 47

摇 摇 摇 P < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01

摇 摇 MS组内 0. 455 2. 176 49. 433 19. 090

摇 摇 q 检验:与对照组比较**P < 0. 01;与 CYP 5 mg / kg 组比较吟吟P < 0. 01;与 CYP 10 mg / kg 组比较##P < 0. 01

摇 表 3摇 对照组和染毒组小鼠小脑组织 Nrf2 阳性细胞比较

(ni = 5;x 依 s)

分组 细胞质 细胞核

对照组 44. 0 依 2. 24 1. 8 依 0. 84

CYP 5 mg / kg 组 41. 2 依 2. 60 3. 6 依 1. 14

CYP 10 mg / kg 组 39. 8 依 1. 92* 6. 0 依 1. 58**吟

CYP 20 mg / kg 组 36. 6 依 2. 07**
吟# 10. 1 依 1. 67**

吟吟##

摇 摇 摇 F 9. 59 35. 34

摇 摇 摇 P < 0. 01 < 0. 01

摇 摇 摇 MS组内 4. 937 1. 823

摇 摇 q 检验:与对照组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与 CYP 5 mg / kg
组比较吟P < 0. 05,吟吟P < 0. 01;与 CYP 10 mg / kg 组比较#P < 0. 05,
##P < 0. 01

2. 4摇 4 组小鼠小脑组织 Nrf2 mRNA 表达比较 摇 染

毒后,CYP 5 mg / kg 组 Nrf2 mRNA 表达与对照组差

异无统计学意义(P > 0. 05),CYP 10、20 mg / kg 组条

带较对照组清晰(见图 2),2 组 Nrf2 mRNA 表达均

明显高于对照组(P < 0. 01);同时,CYP 10、20 mg /
kg 组条带光密度值亦均显著高于 CYP 5 mg / kg 组

(P < 0. 01)(见表 4)。

3摇 讨论

摇 摇 随着 CYP 施用面积的增加,其毒性也逐渐受到

重视。 氧化应激是 CYP 公认的毒性机制,而 Nrf2 能

够诱导基因对抗氧化应激,活化机体自身的保护性

反应,甚至在外源性抗氧化物,如维生素 C、维生素 E
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摇 表 4摇 对照组与染毒组小鼠小脑组织 Nrf2 及 HO鄄1 mRNA
表达(ni = 3;x 依 s)

分组 Nrf2 mRNA F P MS组内

对照组 0. 331 依 0. 036

CYP 5 mg / kg 组

CYP 10 mg / kg 组

0. 359 依 0. 046

0. 491 依 0. 029**
驻驻

18. 48 < 0. 01 0. 001

CYP 20 mg / kg 组 0. 509 依 0. 033**
驻驻

摇 摇 q 检验:与对照组比较**P < 0. 01;与 CYP 5 mg / kg 组比较 驻驻
P < 0. 01

缺乏的情况下,也能阻止各种氧化应激相关的并发

症。 Nrf2 通过与 ARE 相互作用调节编码抗氧化蛋

白,启动域相解毒酶和抗氧化酶基因的表达,保护细

胞组织的正常功能[10 - 12]。
本研究证实,CYP 导致小脑组织产生更多的脂

质过氧化产物,并使 GSH鄄PX、T鄄SOD、CAT 等酶学活

性下降,最终导致抗氧化能力下降,且随着染毒剂量

增加对酶学活性的影响越大。 免疫组织化学法显

示,染毒组细胞核 Nrf2 阳性细胞表达高于对照组,同
时,阳性细胞表达与染毒剂量相关,高剂量染毒组

Nrf2 阳性细胞表达高于低剂量染毒组。 RT鄄PCR 显

示,染毒组 Nrf2 mRNA 表达高于对照组,中、高剂量

染毒组 mRNA 表达量与对照组差异均有统计学意

义,同时,中、高剂量染毒组与低剂量染毒组差异亦

均有统计学意义(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),显然,CYP
对小鼠小脑组织的损伤具有一定的剂量效应关系。
CYP 染毒造成抗氧化应激能力下降,机体产生氧化

应激的同时,内源性抗氧化系统被激活,导致 Nrf2 与

Keap1 解离,Nrf2 由胞质转入胞核,诱导下游抗氧化

靶基因表达,从而增强脑组织的抗氧化能力。 文

献[13 - 17]报道,溴氰菊酯能够影响 Nrf2 / ARE 转导通

路,增加 Nrf2 基因及其下游基因 GCS 的转录水平,

七氟烷可以通过激活 Nrf2 信号通路诱导大鼠海马

神经元 HO鄄1 mRNA 表达。 可见下游基因的表达增

强是由激活的 Nrf2 所介导,Nrf2 通过抗氧化损伤作

用而进一步发挥神经保护作用。
CYP 暴露可以降低机体抗氧化能力,诱导小脑

组织氧化损伤,造成促氧化系统和抗氧化系统失衡,
同时激活 Nrf2,使 Nrf2 由胞质向胞核转位,从而增强

脑组织对抗氧化应激的能力。 抗氧化剂可能具有防

治 CYP 中毒的效果,增强抗氧化酶的活性可能是防

治 CYP 中毒的有效途径。
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在 SKBR鄄3 细胞中上调 LncRNA GAS5 的表达,可以

抑制乳腺癌细胞的增殖,降低乳腺癌细胞的侵袭及

迁移能力,表明 LncRNA GAS5 可以影响乳腺癌细胞

发生及发展过程。 这些结果表明 LncRNA GAS5 在

乳腺癌细胞中可能是作为一个肿瘤抑制基因,它的

缺乏或者表达降低都可能导致乳腺癌的发生。
综上,下调 LncRNA GAS5 的表达在乳腺癌细胞

的增殖、侵袭及迁移中发挥了关键的作用。 LncRNA
GAS5 是涉及到乳腺癌发展的一个新型的分子,有
可能成为乳腺癌治疗的潜在靶点。
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