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乙体氯氰菊酯对小鼠大脑皮质 γ－氨基丁酸水平
及相关酶和受体的影响
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摘要：　 目的　 探讨乙体氯氰菊酯的神经毒性，为该类农药的中毒防治提供理论依据。 　 方法　 ８０ 只健康成年昆明种小

鼠按体质量随机分为 ４ 组，每组 ２０ 只，雌雄各半。 染毒组小鼠以一次经口灌胃方式分别给予 ２０、４０、８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量的乙体

氯氰菊酯，食用油稀释受试物质，对照组给予等量食用油。 于灌胃后 ２、４ ｈ，每组各取 １０ 只小鼠大脑皮质，ＨＰＬＣ 法检测 γ
－氨基丁酸（γ－ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）水平（ μｍｏｌ ／ ｇ），分光光度法检测 γ－氨基丁酸转氨酶（ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＧＡＢＡ－
Ｔ）活力（ｎｍｏｌ ／ ｍｉｎ􀆰 ｍｇ􀆰 ｐｒｏ），Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＲＴ－ＰＣＲ 法检测 ＧＡＢＡ 受体（ＧＡＢＡ－Ａ、ＧＡＢＡ－Ｂ）ｍＲＮＡ 水平。 　 结果　 染毒后 ２、
４ ｈ，８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ 水平（９９􀆰 ７７±１３􀆰 ８０、１０８􀆰 ２９±２９􀆰 ６７）高于对照组（７２􀆰 １０±２０􀆰 ５１、７２􀆰 ０９±２０􀆰 ４９）
（Ｐ＜０􀆰 ０５）；染毒后 ２ ｈ，４０、８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力（１２􀆰 ４５±２􀆰 ２０、１１􀆰 ４８±１􀆰 ３３）低于对照组（１４􀆰 ０９±
１􀆰 ６４）（分别为 Ｐ＜０􀆰 ０５、Ｐ＜０􀆰 ０１）；染毒后 ４ ｈ，８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ａ ｍＲＮＡ 表达（０􀆰 ８９±０􀆰 ０７）低于对照

组（１􀆰 ００±０􀆰 ０８）（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＧＡＢＡ－Ｂ ｍＲＮＡ 表达与对照组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 　 结论　 乙体氯氰菊酯

可降低小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力，使 ＧＡＢＡ 增多，进而反馈性抑制 ＧＡＢＡ－Ａ 受体 ｍＲＮＡ 表达。
关键词：　 乙体氯氰菊酯； γ－氨基丁酸； γ－氨基丁酸转氨酶； γ－氨基丁酸受体
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　 　 拟除虫菊酯（ｐｙｒｅｔｈｒｏｉｄ， ＰＤ）杀虫剂具有高效、低
毒、低残留等特点，广泛应用于室内生活和农业生产

中。 根据化学结构的不同可将 ＰＤ 分为 Ｉ 型（不含 α
氰基）和Ⅱ型（含 α 氰基），目前以Ⅱ型使用较多，ＰＤ
的神经毒作用及其机制一直是该类农药毒性研究领域

的热点。
γ－氨基丁酸（γ－ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，ＧＡＢＡ）是脑内

的主要神经递质之一，介导抑制性突触传递作用。 突

触间隙内的 ＧＡＢＡ 可被突触体摄取，经 γ－氨基丁酸转

氨酶（ＧＡＢＡ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＧＡＢＡ－Ｔ）降解失活，因此，
ＧＡＢＡ－Ｔ 对于维持脑内 ＧＡＢＡ 水平的稳定起着重要作

用。 文献报道，ＰＤ 可影响受试动物脑组织 ＧＡＢＡ 水

平和 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力［１－２］，表明 ＧＡＢＡ 代谢异常可能是

ＰＤ 致中枢神经系统功能紊乱的原因之一。 突触间隙

的 ＧＡＢＡ 需与突触后膜上相应的受体结合才能发挥

效应，ＧＡＢＡ 受体包括 ＧＡＢＡ－Ａ、ＧＡＢＡ－Ｂ、ＧＡＢＡ－Ｃ
三种亚型，其中 ＧＡＢＡ－Ａ、ＧＡＢＡ－Ｂ 广泛分布于中枢

神经系统，目前有关 ＰＤ 对 ＧＡＢＡ 受体的影响尚未见

报道。 本研究以目前应用较为广泛的Ⅱ型 ＰＤ 类农药

乙体氯氰菊酯一次经口染毒小鼠，通过分析脑组织

ＧＡＢＡ 水平、ＧＡＢＡ－Ｔ 活力以及 ＧＡＢＡ－Ａ、ＧＡＢＡ－Ｂ 表

达的变化探讨其神经毒性，为该类农药的中毒防治提

供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 受试物质 　 乙体氯氰菊酯，又名高效氯氰菊

酯，外观呈白色粉末状，分子式为 Ｃ２２Ｈ１９Ｃ１２ＮＯ３，相对

分子量为 ４１６􀆰 ３。 其有效成分：总酯为 ９７􀆰 １６％，高效

体含量为 ９６％。 难溶于水，易溶于酮类及芳烃等有机

溶剂。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂　 ＬＩＢＲＯＲＡＥＬ－４０ＳＭ 电子天

平（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司），高效液相色谱仪（美国 ｗａ⁃
ｔｅｒｓ 公司）， ＯＤＳ Ｃ１８ 色谱柱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司），
３Ｋ３０ 低温高速离心机（美国 Ｓｉｇｍａ 公司），７５００ Ｒｅａｌ－
Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪（美国 ＡＢＩ 公司），Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３ 酶标仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），牛
血清白蛋白、５＇－磷酸吡哆醛、γ－氨基丁酸及丹磺酰氯

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司），逆转录试剂盒（Ｔａｋａｒａ 大连分公

司），甲醇及乙腈（国药集团公司），考马斯亮蓝（华美

公司）等。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及处理　 健康初成年昆明种小鼠由

中国医科大学实验动物中心提供（实验动物生产许可

证号：ＳＣＸＫ（辽）２００８－０００５，实验动物使用许可证号：
ＳＹＸＫ（辽）２００８－０００５）。 将 ８０ 只小鼠按体质量随机

分为 ４ 组，每组 ２０ 只，雌雄各半。 染毒组小鼠以一次

经口灌胃方式分别给予 ２０、４０、８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量的乙体

氯氰菊酯，食用油稀释受试物质，对照组给予等量食用

油。 染毒后连续观察并记录小鼠中毒症状出现的时

间、中毒表现及死亡情况，并分别于灌胃后 ２、４ ｈ，每组

各取 １０ 只小鼠脑组织供试。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＧＡＢＡ 水平的测定 　 丹磺酰氯（ＤＮＳＣＬ）柱前

衍生高效液相色谱法测定脑组织 ＧＡＢＡ。 称取 １００ ｍｇ
大脑皮质，加入 ２ ｍｌ 乙腈，匀浆，超声处理， ４ ℃
１３ ０００ ｒ离心 １０ ｍｉｎ，转移上清液，在 ４０ ℃下用高纯氮

气吹干，加入 ４００ μｌ ＮａＨＣＯ３ 缓冲液，涡旋 １ ｍｉｎ，加入

１５０ μｌ 丹磺酰氯，涡旋 ３０ ｓ，６５ ℃避光水浴 ２５ ｍｉｎ，室
温冷却，以 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤，用微量进样器进样

２０ μｌ。 色谱条件如下：择 ＯＤＳ Ｃ１８ 色谱柱，长 ２５ ｃｍ，
柱温为室温；流动相 Ａ 为磷酸二氢钠溶液，ｐＨ ＝ ７􀆰 ２；
流动相 Ｂ 为 ＨＰＬＣ 级乙腈。 梯度洗脱条件：０ ～ ７ ｍｉｎ，
１４％Ａ，８６％Ｂ；７～１４ ｍｉｎ，２０％Ａ，８０％；１４～３０ ｍｉｎ，２６％
Ａ，７４％Ｂ；３０ ～ ３５ ｍｉｎ，２８％Ａ，７２％Ｂ，３５ ｍｉｎ，２９％Ａ，
７１％Ｂ，平衡 １５ ｍｉｎ，５０ ｍｉｎ 结束洗脱；紫外检测器检

测，波长 ２５４ ｎｍ。 测定标准液的峰面积，并计算出标

准曲线回归方程，根据标准曲线回归方程与样品峰面

积计算样品 ＧＡＢＡ 含量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力的测定 　 以预冷 ＰＢＳ（内含甘

油、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００、ＧＳＨ、５＇－磷酸吡哆醛、Ｎａ２ＥＤＴＡ，ｐＨ
６􀆰 ８）将大脑皮质制成 １０％匀浆，采用分光光度法［３］ 测

定大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力，蛋白含量的测定采用考马

斯亮蓝法［４］。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＧＡＢＡ－Ａ、ＧＡＢＡ－Ｂ ｍＲＮＡ 表达 　 采用 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ＲＴ－ＰＣＲ 法检测脑组织 ＧＡＢＡ 受体 ｍＲＮＡ 水平。
提取大脑皮质总 ｍＲＮＡ 并逆转录为 ｃＤＮＡ，再进行

ＰＣＲ 扩增。 β－ａｃｔｉｎ 上下游引物分别为：５’－ ＧＴＣＣＣＴ⁃
ＣＡＣＣＣＴＣＣＣＡＡＡＡＧ－３’和 ５’ －ＧＣＴＧＣＣＴＣＡＡＣＡＣＣＴ⁃
ＣＡＡＣＣＣ－３’，产物长度：２６６ ｂｐ；ＧＡＢＡ－Ａ 上下游引物

分别为：５’ －ＡＡＡＴＧＡＣＧＣＴＧＴＧＧＡＴＴＣＴＧＣＴＣ － ３’ 和

５’ － ＴＣＣＧＡＴＧＴＣＡＧＧＴＣＧＡＡＧＴＴＴＧ － ３’；产物长度：
１９４ ｂｐ；ＧＡＢＡ－Ｂ 上下游引物分别为：５’ －ＧＡＡＣＣＣＴ⁃
ＧＣＴＴＧＧＡＧＣＴＡＴＴＣＡＣ－ ３’ 和 ５’ － ＴＧＣＴＧＣＴＧＡＡＡＴ⁃
ＧＡＣＡＧＧＡＧＴＴＧ－３’，产物长度：１１０ ｂｐ。 反应体系 ２０
μｌ：上下游特异性引物各 ０􀆰 ８ μｌ、ＳＹＢＲ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ １０ μｌ、灭菌蒸馏水 ６ μｌ、Ｒｏｘ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ Ⅱ
（５０×）０􀆰 ４ μｌ。 反应条件为：９５ ℃ ３０ ｓ 预变性；扩增

４０ 个循环：９５ ℃ ５ ｓ、６０ ℃ ３４ ｓ；溶解曲线分析：９５ ℃
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１５ ｓ、６０ ℃ １ ｍｉｎ、９５ ℃ １５ ｓ。 测定各实验样本的循环

指数。 β－ａｃｔｉｎ 作为内参基因，分析 ＧＡＢＡ－Ａ、ＧＡＢＡ－
Ｂ ｍＲＮＡ 的相对表达水平。
１􀆰 ３　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ １２􀆰 ０ 建立数据库并进

行统计分析，结果表示为（􀭰ｘ±ｓ）。 各组均数比较均采

用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），两两比较采用最小显著

差值法（ＬＳＤ），检验水准 α＝ ０􀆰 ０５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 症状观察　 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组全部小鼠于染毒 １
ｈ 后出现舔身、躁动、抓搔等症状；染毒 ２ ｈ 后陆续出现

流涎、痉挛、步态不稳、共济失调等中毒症状，而后出现

少动或行动迟缓。 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组 ２ 只雌鼠于染毒 ２
ｈ 后出现舔身、抓搔等症状。 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠在

整个受试期间未见异常。 实验期间无动物死亡。
２􀆰 ２　 ＧＡＢＡ 水平 　 见表 １。 染毒后 ２ ｈ，８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂

量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ 水平明显高于对照组（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；染毒后 ４ ｈ，８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠大脑皮质

ＧＡＢＡ 水平明显高于对照组、２０ ｍｇ ／ ｋｇ 及 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂

量组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 １　 小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ 水平测定结果（μｍｏｌ ／ ｇ，􀭰ｘ±ｓ）

剂量（ｍｇ ／ ｋｇ） 例数 ２ ｈ ４ ｈ

０ １０ ７２􀆰 １０±２０􀆰 ５１ ７２􀆰 ０９±２０􀆰 ４９

２０ １０ ８７􀆰 ９５±２６􀆰 ４７ ８４􀆰 ７５±１８􀆰 ８９

４０ １０ ９１􀆰 ９９±１７􀆰 ２６ ７５􀆰 ９１±２７􀆰 ０３

８０ １０ ９９􀆰 ７７±１３􀆰 ８０∗ １０８􀆰 ２９±２９􀆰 ６７∗＃△

　 　 注：与 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组比较，＃
Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ３　 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力　 见图 １。 染毒后 ２ ｈ 小鼠大脑皮

质 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力随着染毒剂量的增加而逐渐降低，其
中 ４０、８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力明

显低于对照组（分别为 Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）；染毒后 ４ ｈ
各剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力与对照组相比，
差异均无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

注：∗Ｐ＜０􀆰 ０５；∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力检测结果（􀭰ｘ±ｓ， ｎ＝ １０）

２􀆰 ４　 ＧＡＢＡ 受体 ｍＲＮＡ 表达　 见表 ２。 染毒后 ２ ｈ 各

剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ａ、ＧＡＢＡ－Ｂ ｍＲＮＡ 表达

与对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；染毒后

４ ｈ 各剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｂ ｍＲＮＡ 表达与对

照组相比有下降趋势，但差异无统计学意义 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５），８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ａ ｍＲ⁃
ＮＡ 表达明显低于对照组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 ２　 小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ 受体 ｍＲＮＡ 相对表达（􀭰ｘ±ｓ）

剂量

（ｍｇ ／ ｋｇ）
例数

ＧＡＢＡ－Ａ

２ ｈ ４ ｈ

ＧＡＢＡ－Ｂ

２ ｈ ４ ｈ

０ １０ １􀆰 ００±０􀆰 １０ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 １２ １􀆰 ００±０􀆰 １３

２０ １０ ０􀆰 ９９±０􀆰 １１ １􀆰 ０２±０􀆰 ０７ １􀆰 ０１±０􀆰 １０ １􀆰 ０１±０􀆰 １２

４０ １０ １􀆰 ０１±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０９ ０􀆰 ９８±０􀆰 １０ ０􀆰 ９９±０􀆰 １３

８０ １０ ０􀆰 ９６±０􀆰 １１ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０７∗ １􀆰 ０１±０􀆰 １２ ０􀆰 ９３±０􀆰 １２

　 　 注：与 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３　 讨　 论

作为中枢神经系统中重要的抑制性神经递质，
ＧＡＢＡ 存在于整个大脑的多种中间神经元和投射神经

元，其介导抑制性突触传递作用，从而防止脑内神经元

过度兴奋。 文献报道，三氟氯氰菊酯染毒大鼠海马

ＧＡＢＡ 水平升高［１］，氰戊菊酯与氯氰菊酯染毒大鼠大

脑皮层、海马 ＧＡＢＡ 免疫反应阳性神经细胞数目和阳

性细胞面积比增加，阳性细胞积分吸光度明显增

强［５－６］。 本研究结果显示，８０ ｍｇ ／ ｋｇ 乙体氯氰菊酯染

毒小鼠出现明显中毒症状，采用 ＨＰＬＣ 法检测发现小

鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ 水平显著增高，与上述文献报道相

一致。 ＧＡＢＡ－Ｔ 是脑内 ＧＡＢＡ 代谢的关键酶，ＧＡＢＡ－
Ｔ 受到抑制可使中枢神经系统内 ＧＡＢＡ 的含量明显升

高。 研究发现［２］，一次性经口给予溴氰菊酯 ６ ｈ 后大

鼠脑组织的 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力下降。 本研究结果显示，
４０、８０ ｍｇ ／ ｋｇ 乙体氯氰菊酯灌胃染毒小鼠，于染毒后 ２
ｈ 大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｔ 活力明显降低，提示 ＧＡＢＡ－Ｔ 活

力下降可能是该药致 ＧＡＢＡ 升高的原因之一。
在神经系统中，ＧＡＢＡ－Ａ 受体主要介导快速的突

触传递抑制效应，受体激活后可开启突触后膜上的离

子通道，当神经系统功能受到影响时能快速进行调

节［７］；ＧＡＢＡ－Ｂ 受体一方面能间接影响离子通道的开

放活性，同时还可以激活突触后神经元内的一系列代

谢反应，起到慢突触传递作用［８］。 本研究发现，染毒

后 ４ ｈ，８０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组小鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ 含量明

显升高，ＧＡＢＡ－Ａ ｍＲＮＡ 表达明显降低，各染毒组小

鼠大脑皮质 ＧＡＢＡ－Ｂ ｍＲＮＡ 表达有下降趋势，提示乙

体氯氰菊酯首先影响脑内快速突触传递，受体 ｍＲＮＡ
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