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氯化甲基汞中毒大鼠周围神经损伤的病理演变
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[摘要 ]　目的: 探讨氯化甲基汞中毒大鼠周围神经损伤的病理改变及病理机制。方法: 在W KA H 大鼠服用氯化甲基汞 4

m göd 所致的亚急性汞中毒模型上,采用组织病理、免疫组化、蛋白印迹等方法动态观察坐骨神经和后根神经节的病理演变,

TUN EL 染色观察细胞凋亡。结果: 中毒后第 11天后根神经节内可见散在大型神经元A 被吞噬细胞浸润,电镜下A 型神经

元胞质内线粒体变性;坐骨神经远端轻微轴索变性,病变逐渐加重并向心性发展。第 15天开始出现髓鞘崩解,M R F21染色显

示有少量的吞噬细胞反应。第 18天出现明显轴索变性及髓鞘崩解,可见大量浸润的吞噬细胞;后根神经节内A 型神经元近于

消失,但B 型神经元保留良好,B 型神经元的上行终末胶状质下区亦出现明显变性。TUN EL 染色未观察到节细胞凋亡。采用

W estern 印迹法观察到坐骨神经及后根神经节神经原纤维及髓鞘蛋白O 随中毒时间延长逐渐降低,在第 15天后尤为明显,与

免疫组化结果相符合。结论: 亚急性汞中毒模型中,A 型神经元变性可能与汞中毒损伤线粒体膜继发的能量代谢障碍有关;而

B 型神经元变性则符合逆行性死亡的过程。
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[ ABSTRACT ]　Objective: To exp lo re the patho logy and pathogenesis of peripheral nerve in ju ries in rats induced by

m ethylm ercu ry (MM C) in tox icat ion. M ethods:W e ch rono logically observed the patho logical changes of sciat ic nerve and do rsal

roo t ganglion (DR G) neu rons in rats expo sed to MM C (4 m g·kg- 1·d- 1) on consecu tive days; rats w ere sacrificed on day 11,

15, 18 and 21. Results: O n day 11, som e DR G type A neurons suffered neu ronophages and show ed m itochondrial degenerat ion.

In it ia l axonal degenerat ion occu rred p redom inan tly in the dista l po rt ions of sciat ic nerve, and advanced p rox im ally tow ard the

nerve cell body. M yelin started to degrade, and M R F21 po sit ive m acrophages appeared on day 15. O n day 18, the sciat ic nerve

w as severely degenerated w ith num erous m acrophages infilt ra t ion. T ype A neurons in DR G almo st disappeared, w h ile type B

neu rons w ere w ell p reserved. T he ascending ends of type B neu rons in the substan t ia gelat inoa also degenerated. TUN EL did

no t demonstrate apop to t ic cells. Imm unob lo t t ing w ith monoclonal an tibodies PO and neu rofilam en t demonstrated that bo th

p ro tein s sign ifican tly decreased from day 15. Conclusion: T hese resu lts indicate that the degenerat ion of type A neurons is re2
la ted to energy m etabo lism secondary to the m itochondrial m em brane in ju ries, and type B neu ron degenerat ion acco rds w ith a

dying2back p rocess in th is subacu te tox ic model.
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[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (11) : 119021194 ]

Ξ　 研究发现慢性汞中毒 (水俣病)的尸检病例中,

周围神经有明显的轴索变性,髓鞘崩解及后根神经

节细胞消失[ 1, 2 ]。但汞中毒周围神经损伤的原发损害

部位是在神经节细胞、轴索还是髓鞘并不清楚。本研

究在氯化甲基汞 (MM C)所致的大鼠亚急性汞中毒

模型上,采用组织病理、免疫组织化学、蛋白印迹等

手段,动态观察了大鼠坐骨神经、后根神经节的病理

演变,探讨了MM C 中毒后周围神经损伤的病理机

制,报告如下。

1　材料和方法

1. 1　模型制作及分组　选择雄性W KA H 大鼠 24

只,体质量 250～ 270 g,由北海道大学实验动物研究
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所提供。分为 3个实验组和 1个对照组,每组 6只。

实验动物以MM C (N acala i T esque Inc. , Kyo to,

Japan)与水混合后灌胃,每天用量 4 m gökg。以动物

出现步态不稳、行动障碍或痉挛作为模型成功的标

志。对照组大鼠以等量生理盐水灌胃。3个实验组动

物分别在服用MM C 后第 11、15、18天断头处死,对

照组动物在第 18天处死。每组各取 3只动物灌流固

定后用于组织病理学观察,另 3 只无固定下取坐骨

神经及后根神经节冰冻后行W estern 印迹分析。

1. 2　组织病理学观察　动物在规定时间内,吸入二

乙醚麻醉,经心脏灌注磷酸盐缓冲液 (PBS) ,将血液

冲洗干净后,再注入 4%多聚甲醛 PBS,迅速取出坐

骨神经、腰第 5 后根神经节。固定于 4%多聚甲醛

PBS中,常规制作石蜡切片。常规H 2E、K luver2Bar2
rera (KB )、Bodian 染色。

1. 3　免疫组化染色　抗神经原纤维 (neu rofila2
m en t, N F )抗体 (N F2200; Chem icon, 1∶1 000)、抗

淀粉前体蛋白抗体 ( am ylo id p recu rso r p ro tein,

A PP,U p sta te B io techno logy, 1∶8 000) 、髓鞘碱性

蛋白抗体 (m yelin basic p ro tein,M BP, N ich irei, 1∶

2)均为市售。抗蛋白O (PO )抗体 (1∶10)由日本琦

玉医科大学吉村和法教授提供。小胶质细胞反应因

子 1 (m icrog lia l respon se facto r21, M R F21, 1∶

1 000)由北海道大学神经生物学研究室田中秀逸先

生提供。染色方法采用 Po2SAB 法 (H istofine k it,

N ich irei)。切片经脱蜡、乙醇脱水后,去除内源性过

氧化物 15 m in, PBS洗 5 m in,标本用正常血清阻断

15 m in,然后加入第一抗体 4℃冰箱过夜, PBS 洗 1

h,第二抗体 37℃温箱内 15 m in, PBS洗 30 m in, Po2
SAB 反应 30 m in, PBS 洗 20 m in, DAB 发色, 苏木

精核染。

1. 4　凋亡细胞染色　采用 TUN EL 染色法, 切片

经脱蜡、乙醇脱水后, 蒸馏水洗净, 浸润于 pH 7. 4

的 T ris2HC l中,室温下用 20 Λgöm l 蛋白激酶 K 孵

育 20 m in。2%过氧化氢溶液中浸润 7 m in 去除内源

性过氧化酶活性。蒸馏水洗,然后浸入 TD T 缓冲液

(30 mm o löL T ris2HC l, pH 7. 2, 140 mm o löL 二甲
砷酸钠, 1 mm o löL 氯化钴)中 5 m in, 然后覆盖含

TD T (15 U öΛl, T akara Shuzo ) 和生物素化的 162
dU T P (50 nm o l, 50 Λl, Boeh ringer M annheim ) 的

TD T 缓冲液, 37℃恒温箱中孵育 90 m in。反应在室

温下用枸橼酸缓冲液 ( 300 mm o löL 氯化钠, 30

mm o löL 枸橼酸钠) 中止 30 m in, 标本 PBS 洗净,

1%牛血清清蛋白阻断 10 m in, PBS洗净。室温下与

PO 2SAB 反应 30 m in,DAB 显色,苏木精核染。

1. 5　半薄切片及超薄切片制作　标本经 4%戊二

醛固定后, 1%四氧化锇后固定, 乙醇分级脱水, E2
pon812包埋,制作 1 Λm 半薄切片,甲苯胺蓝染色,

光镜下观察。同时制备超薄切片,透射电镜观察。

1. 6　W estern 印迹分析　将未经固定的坐骨神经、

后根神经节在含有 50 mm o löL T ris2HC l, pH 7. 5,

150 mm o löL N aC l, 2 mm o löL ED TA , 2 mm o löL
PM SF, 2 Λgöm l leupep t in, 1 Λgöm l pep sta t ine, 10

Λgöm l ap ro t in in, 1% non idet2P240, 0. 1%脱氧胆酸

钠的缓冲液中磨碎, 10 000×g、4℃离心 1 h 后, 吸

取上清液用于 PO 检测,沉淀用 50 m göm l SD S 和 8

m o l 尿素溶解用于神经原纤维检测,采用BCA 蛋白

分析系统 (P ierce,B io techno logy)测定蛋白浓度。采

用 SD S2PA GE 法在凝胶上进行样本分离,半干法将

样本蛋白转移到 PVD F 膜上 (M illipo re,M ass) ,用

含 5%脱脂牛奶的 TBSö0. 1% T riton X100 阻断 1

h 以上。然后将膜分别与一抗孵育 (PO , 1∶50; N F2
200, 1∶500) ,免疫反应带用标记有辣根过氧化酶的

抗 Ig 抗体标记 (1∶3 000) ,进一步用 ECL (Am er2
sham Pharm acia, U SA ) 和 LA S21000 分析 (Fu ji

F ilm , Japan)。

2　结　果

2. 1　模型制作情况　服用MM C 的大鼠体质量逐

渐下降,在第 15天动物出现轻微的神经系统表现,

为步态不协调,第 18天时动物活动明显减少,提尾

倒置时双后肢呈交叉状态。对照组全部动物均无体

质量下降和神经系统损害表现。

2. 2　组织病理学改变　对照组无病理形态学改变,

各个实验组动物均呈现出一致的病理变化。

2. 2. 1　坐骨神经　用MM C 灌胃后第 11天,半薄

切片甲苯胺蓝染色及A PP、N F2200免疫组化染色,

均观察到坐骨神经远端有轻微的轴索变性 (图 1A～

1C) ,但连接神经节的近端部分神经未见明显变性,

髓鞘染色系列 (KB、PO、M BP ) 未观察到髓鞘脱失

改变 (图 1D )。从第 15天开始轴索变性加重,并波及

近端纤维,表现为轴索断裂 ( (图 1E、1F) ,同时M BP

及 PO 染色证实有髓鞘脱失 (图 1G) ,M R F21 染色

显示有少量的吞噬细胞反应。第 18天轴索变性明

显,表现为轴索断裂,呈块状深染,有大量髓磷脂小

球的形成, 大量髓鞘破坏, H 2E 染色可见吞噬有髓

磷脂的吞噬细胞,M R F21染色示神经内大量浸润的

吞噬细胞。

2. 2. 2　后根神经节　第 11天后根神经节内大型神

经元A 内可见小细胞浸润 (图 1H ) ,M R F21 染色证
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实该细胞为吞噬细胞 (图 1 I)。第 18天大部分大型神

经元A 丢失,神经节内纤维变性明显,但B 型神经

元则保留良好 (图 1J ) , TUN EL 染色未观察到节细

胞凋亡现象。对第 11天的后根神经节的电镜观察表

明, A 型神经元核、核仁形态正常,但胞质内有大量

高电子密度的物质,进一步放大观察为变性的线粒

体,对照组动物无异常改变 (图 2)。

图 1　汞中毒坐骨神经及后根神经节的病理改变

F ig 1　Pathology of sc ia tic nerve and dorsa l root gangl ion in MM C in tox ica tion

A 2D: O n day 11 after MM C intox ication, sem ith in section w ith to lu idine b lue and imm unoh istochem ical stain ing demonstrated axonal degenera2

t ion (arrow ) w ith w ell p reserved m yelin. A : To lu idine b lue (×400) ; B: N F2200 (×400) ; C: A PP (×400) ; D: PO (×400). E2G: O n day 15, axonal

degeneration becam e obvious and m yelin began to degradate; E: To lu idine b lue (×400) ; F: A PP (×400) ; G: PO (×400). H 2J: Show ing the

patho logy of do rsal roo t ganglion. H: O n day 11 DRG neurons show ing vacuo les appearance w ith sm all cells infiltrat ion (arrow ) , to lu idine b lue

(×400) ; I: M RF21 recognized the infiltrates in G as m icroglialöm acrophages (arrow ) ,M RF21 (×400) ; J: T ype A neuron death and relatively

w ell p reserved type B neurons (arrow ) in DRG on day 18, to lu idine b lue (×400)

2. 2. 3　脊神经根及脊髓　后根严重受累,但前根则

保留良好, 脊髓后索及胶状质下区 ( sub stan t ia

gela t ino se)可见明显变性。

2. 3　W estern 印迹分析　采用W estern 印迹分析

周围神经和神经节内N F 和 PO 两种蛋白变化, 对

各带的光密度分析表明用MM C 灌胃 15 d 后两种

蛋白的量均明显下降,提示轴索和髓鞘的破坏,此结

果与免疫组化相吻合 (图 3)。

3　讨　论

后根神经节细胞为一种双极神经元,其周围突

构成了周围神经的感觉支,而中枢突则经脊髓上行

至脑干的神经核。如果原发病变在神经节细胞,其中

枢和周围突均可发生继发性沃勒 (W allerian)变性。

但如果最初的代谢异常发生在轴索,轴索的转运异

常将导致易感的远端部分首先发生变性,并向心性

发展,累及神经元,这种变性过程为逆行性死亡 (dy2
ing back p rocess)。

　　我们曾观察到汞在后根神经节有较高浓度的蓄

积[ 3 ] , 而小脑的颗粒层细胞损伤已证明与凋亡有

关[ 4, 5 ]。因此,假设汞中毒的选择性感觉神经损伤可

能与节细胞的凋亡有关。本课题对甲基氯化汞灌胃

大鼠的坐骨神经、后根神经节进行了动态病理学观

察,并采用 TUN EL 染色观察了细胞凋亡。结果表

明后根神经节在第 11 天即出现A 型神经元死亡,

电镜观察到胞质内大量变性的线粒体,而核、核仁形

态正常。因此推测MM C 可能选择性损伤了线粒体,

导致能量代谢障碍诱发神经元死亡,据此可以理解
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汞中毒的周围神经变性为神经元损害后导致的继发

性W allerian变性。但进一步的病理演变不能全部

图 2　汞中毒后根神经节的超微结构改变

F ig 2　Ultrastructure of dorsa l root

gangl ion in MM C in tox ica tion

O n day 11, the u ltrastructural features of nuclei o r nucleo li and ch ro2

mo som al structures w ere w ell p reserved, sim ilar to no rm al contro l

(A , × 6 400). How ever, num erous vesicu lar structures w ere ob2

served in the cytop lasm of MM C treated rats (B, ×6 400). H igher

m agnification show ing these vesicu lar structures w ere derived from

degenerated m itochondria (×16 000)

图 3　汞中毒坐骨神经 (A)和

后根神经节 (B)的免疫印迹分析结果

F ig 3　W estern blotting ana lysis of sc ia tic nerve (A)

and dorsa l root gangl ion (B) in MM C in tox ica tion

Imm unoblo tt ing w ith monoclonal an tibodies PO

and neurofilam ent demonstrated that bo th

p ro teins sign ifican tly decreased from day 15

用这种变性过程解释。坐骨神经损伤最初发生在远

端,表现为轴索变性,病变向心性发展,髓鞘继发性

脱失及吞噬细胞反应。计数A PP 阳性纤维的观察也

表明, A PP 阳性轴索最早出现在坐骨神经远端, 并

随中毒时间延长波及近端并在量上逐渐增加。

W estern 印迹分析表明作为细胞骨架和具有转运功

能的神经原纤维及髓鞘的主要结构蛋白 PO 随中毒

的时间延长而逐渐降低,从第 15天开始明显降低,

提示轴索和髓鞘的破坏,此结果与免疫组化相吻合。

示踪观察表明来自腰第 5 后根节的A 型神经元的

投射纤维仅占同一神经节细胞的 10% [ 6 ] ,即使A 型

神经元全部死亡也很难解释周围神经的广泛变性。

后根神经节内的B 型神经元上行纤维经后角的胶

状质下区处换神经元后上行,N F2200证实此处有明

显的变性, 但B 型神经元却未见明显丢失, 表明B

型神经元的损伤为一种逆行性死亡的过程。这种变

性过程多与各种病理因素干预了轴浆转运有关。

业已证明汞离子可从多个方面干预细胞代

谢[ 7, 8 ]。体内实验显示汞和微管蛋白的巯基有较高的

亲和力,能够抑制微管的排列[ 9 ]。另外,在汞浓度为

0. 5～ 1 Λm o löL 的小脑颗粒细胞的培养中,可观察

到微管破坏后的片段,而且这种作用发生在细胞凋

亡的发生之前[ 10 ]。

MM C 的剂量及用药急缓可能影响病理改变的

类型。Su 等[ 11 ]给大鼠MM C 10 m göd 灌胃,电镜下

观察到第 5天后轴索纤维的突触前末梢有线粒体、

致密体和不规则管状结构的聚集,但后根神经节细

胞及薄束近端轴索未见病理改变;从第 7天开始,神

经节细胞迅速变性同时出现近端纤维的顺行性变

性。但该研究采用的MM C 的量较大,属于急性动物

模型,其相关病理改变与人类汞中毒有较大差异。细

胞培养实验提示汞离子的浓度对决定细胞的死亡类

型非常重要,当汞浓度在 5～ 10 Λm o löL 时,线粒体

的功能被快速抑制,能量耗竭,胞质膜溶解,细胞呈

现广泛的坏死性变化。而当汞浓度小于 1 Λm o löL
时,细胞主要表现为凋亡[ 10 ]。

综上所述,每天 4 m gökg MM C 的亚急性汞中

毒模型上,周围神经可出现选择性感觉神经损伤, A

型神经元的变性为神经元毒性 (neu ro tox ity)所致,

而B 型神经元则符合逆行性变性过程。另外,本研

究未观察到和小脑颗粒细胞一致的凋亡,表明汞中

毒导致的神经系统损伤的机制可能有高度的组织和

细胞特异性,确切的病理仍需进一步研究。
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肺不张的病因除中叶外,均以肺癌为首位,中叶不张炎症和

肺癌各占 48. 7% ,结核多见于上叶不张。123例经纤支镜检

查确诊为肺癌的患者,其肺不张伴发X 线征象和病理结果见

表 2。

表 1　肺不张病因与部位分布情况

部　位
病　因

鳞癌 未分化癌 腺癌 炎症 结核 其他
合计

右全肺不张 4 1 0 0 0 0 5

右上叶不张 17 9 2 11 4 2 45

右中下叶不张 7 3 1 3 0 0 14

右中叶不张 13 6 0 19 1 0 39

右下叶不张 12 5 1 6 0 0 24

左全肺不张 1 0 0 1 0 1 3

左上叶不张 18 6 1 9 3 1 38

左下叶不张 13 2 1 2 0 0 18

合　计 85 32 6 51 8 4 186

表 2　123例肺癌患者肺不张的 X征象和病理检测结果

肺癌 例数
X 线征象

肺部浸润 肺部肿块 肺门增大

病　理

刷检 活检

鳞　　癌 85 28 33 24 28 69

未分化癌 32 14 6 12 14 26

腺　　癌 6 3 2 1 2 6

合　　计 123 45
(36. 6% )

41
(33. 3% )

37
(30. 1% )

44
(35. 8% )

101
(82. 1% )

3　讨　论

3. 1　肺不张的病因分布　肺不张是多种原因引起的肺萎缩

的临床X 线征象,国内报道肺不张常见病因中 60. 4%为肺

癌,炎症占 30. 2% ,结核占 4. 2% ,其他包括异物、痰液阻塞

和曲球菌感染等占 5. 2% [2 ]。本组中肺癌占 66. 1% ,炎症引

起肺不张居第 2位,结核为第 3位,与上述报告相似。

3. 2　肺不张发生部位与病因关系　国内报道肺不张中右中

叶发生率最高,多为肺癌及炎症。而本组中右上叶肺不张最

多见 (24. 2% ) ,其次为右中叶,各叶肺不张均以肺癌为首位,

单纯中叶不张半数以上是炎症,这与中叶特点有关,结核以

上叶为多,与上叶通气量大有关。通过对 123例肺癌的X 线

征象可以看到,除肺不张外,伴发肺部浸润阴影比率较高,这

与鳞癌占比例较大有关。另外,本组 8例左或右全肺不张中

病因为肺癌者 6例 (75% ) ,提示对全肺不张患者应高度考虑

肿瘤可能。

3. 3　纤维支气管镜的诊断价值及应用　应用影像学诊断肺

不张,只能做形态、部位、范围诊断,而不能作病因诊断,尤其

是老年人肺不张。纤支镜检查视野广,并能刷检、活检作病理

组织学和细菌学检查,而肺不张患者其相应支气管内有导致

管腔阻塞的疾病存在,故纤支镜是目前肺不张病因诊断最有

效的手段[4 ]。本组患者有 15例纤支镜示管腔呈外压改变,通

过常规刷检和活检无法取得病理学依据,但纤支镜可指导进

一步诊断,如经皮肺穿刺活检,同时也可以经纤支镜引导行

纵隔淋巴结活检,支气管肺泡灌洗等新技术的普遍开展,确

诊率还将继续提高[5 ]。
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