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生命早期及成年再暴露百草枯对老年小鼠
运动协调能力的影响
左真子，熊贵娅，张冰，雒欢，周志俊，常秀丽

复旦大学公共卫生学院，教育部公共卫生重点实验室，WHO 职业卫生合作中心，上海  200032

摘要 ：

[ 背景 ]　生命早期是神经系统对神经毒物的高敏感期，任何外来因素对神经系统发育过程的
干扰都可能造成永久性的损伤。百草枯（PQ）作为一种广泛使用的除草剂，成年期暴露可引
起类帕金森样的运动功能损伤症状。然而有关生命早期 PQ 暴露是否可加重成年暴露引起的
老年运动机能异常的研究仍然有限。

[ 目的 ]　研究生命早期暴露于 PQ 对不同性别 C57BL/6 小鼠及成年后再次暴露于 PQ 对雄性
C57BL/6 小鼠运动协调能力的影响。

[ 方法 ]　将出生后 5 d 的 C57BL/6 雄鼠及雌鼠各分为两组，雄性每组 16 只，雌性每组 8 只。对
照组给予生理盐水（NS），处理组给予 0.8 mg·kg-1 PQ，每天 1 次，连续腹腔注射 15 d。至 8 月
龄时，将生命早期 NS 及 PQ 处理的雄鼠进一步各随机分为两组，共 4 组，每组 8 只。NS+NS 组
及 PQ+NS 组隔 2 d 进行生理盐水腹腔注射，NS+PQ 组及 PQ+PQ 组隔 2 d 进行 PQ（10 mg·kg-1）
腹腔注射，共 10 次。于小鼠 22 月龄时，使用步态分析实验对小鼠运动协调能力进行评估。

[ 结果 ]　在 22 月龄时，生命早期暴露于 PQ 降低了雄鼠步序正常指数［NS 组 ：（95.12± 2.79）% ；
PQ 组 ：（85.04±2.33）%］、右前肢脚印面积［NS 组 ：（0.317±0.004）m2 ；PQ 组 ：（0.272± 0.010）m2］
及右前肢步幅［NS 组 ：（6.38±0.11）cm ；PQ 组 ：（5.14±0.33）cm］，增加了通过总步数（NS 组 ：
18.00±1.04 ；PQ组：24.38±1.71）及右前肢支撑时间［NS组：（0.286±0.001）s ；PQ组：（0.315±0.014）s］

（均 P < 0.05）；而生命早期 PQ 处理的雌鼠未观察到相应的步态变化（均 P > 0.05）。成年期暴露后，
与 NS+PQ 组相比，PQ+PQ 组通过总步数增加（NS+PQ 组 ：19.88±0.72 ；PQ+PQ 组 ：29.00±1.52）、
步序正常指数降低［NS+PQ 组 ：（94.82±2.85）% ；PQ+PQ 组 ：（88.32±2.02）%］、右前肢支撑时
间增加［NS+PQ 组 ：（0.336±0.010）s ；PQ+PQ 组 ：（0.384±0.119）s］、右前肢脚印面积减小

［NS+PQ 组 ：（0.307±0.008）m2 ；PQ+PQ 组 ：（0.260±0.114）m2］、右前肢摇摆速度降低［NS+PQ

组 ：（38.61±1.62）cm·s-1 ；PQ+PQ 组 ：（26.52±1.38）cm·s-1］和 右 前 肢 步 幅 降 低［NS+PQ 组 ：
（6.24±0.24）cm ；PQ+PQ 组 ：（4.70±0.27）cm］（均 P < 0.05）。

[ 结论 ]　生命早期暴露于低剂量 PQ 会对雄鼠的运动协调能力造成不可逆的损伤，成年后再次
暴露于 PQ 会进一步加重运动功能的损伤，但生命早期接触低剂量的 PQ 对雌性小鼠神经行为
相关指标并无明显影响，提示在PQ引起的运动神经行为失调中，雄性啮齿动物比雌性更敏感。
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Abstract: 

[Background] Animals are highly susceptible to environmental neurotoxicants during early life, 
and tend to sustain life-long injuries. Adulthood exposure to paraquat (PQ), a widely applied 
herbicide, can cause Parkinson’s disease-like impaired motor function symptoms. There are 
limited studies, however, on the effects of exposure to PQ during early life and re-exposure in 
adult life on the motor function of the elderly.

[Objective] This experiment investigates the effects of early-life exposure to PQ on the motor 
function of male and female C57BL/6 mice, and the effects of adult-life re-challenge to PQ on the 
motor function of male C57BL/6 mice.

[Methods] Male and female C57BL/6 mice at 5 days old were divided into two groups of each sex, 
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with 16 male mice in each male group and 8 female mice in each female group. The control groups received normal saline (NS), while the PQ 
groups received intraperitoneal injection of 0.8 mg·kg-1 PQ, once a day, for consecutive 15 d. At 8 months old, the male mice treated with NS 
or PQ in early life were further divided into two groups of each treatment, with 8 mice in each group. The NS+NS group and the PQ+NS group 
additionally received NS administration, and the NS+PQ group and the PQ+PQ group additionally received 10 intraperitoneal injections of PQ 
(10 mg·kg-1), once every other day. At 22 months old, a gait analysis system was employed to assess the motor function of the mice.

[Results] Early-life exposure to PQ decreased the regularity index [male NS group: (95.12±2.79) %; male PQ group: (85.04±2.33) %], the 
foot area of right forelimb [male NS group: (0.317±0.004) m2; male PQ group: (0.272±0.010) m2], and the stride of right forelimb [male NS 
group: (6.38±0.11) cm; male PQ group: (5.14±0.33) cm] of the male mice at 22 months of age, and also increased the number of steps (male 
NS group: 18.00±1.04; male PQ group: 24.38±1.71) and the run duration of right forelimb [male NS group: (0.286±0.001) s; male PQ group: 
(0.315±0.014) s] (P < 0.05). Early-life PQ treatment had no impacts on motor function of female mice (P > 0.05). After re-challenge to PQ in 
adulthood, compared with NS+PQ treatment, PQ+PQ treatment significantly increased the number of steps (NS+PQ group: 19.88±0.72; 
PQ+PQ group: 29.00±1.52), decreased the regularity index [NS+PQ group: (94.82±2.85) %; PQ+PQ group: (88.32±2.02) %], increased the run 
duration of right forelimb [NS+PQ group: (0.336±0.010) s; PQ+PQ group: (0.384±0.119) s], decreased the foot area of right forelimb [NS+PQ group: 
(0.307±0.008) m2; PQ+PQ group: (0.260±0.114) m2], decreased the swing speed of right forelimb [NS+PQ group: (38.61±1.62) cm·s-1; PQ+PQ group: 
(26.52±1.38) cm·s-1], and decreased the stride of right forelimb [NS+PQ group: (6.24±0.24) cm; PQ+PQ group: (4.70±0.27) cm] (P < 0.05).

[Conclusion] Early-life exposure to low-dose PQ can cause irreversible motor function impairments, and enhance the vulnerability to 
subsequent adulthood insults in male mice, but such effects are not observed in female mice, suggesting that male rodent animals are 
more sensitive to PQ in regard of motor behavior defects.

Keywords: paraquat; early life; re-challenge; sex-specific; motor function

百草枯（paraquat，PQ）是一种高效除草剂，由于
其分子结构与神经毒物 1- 甲基 -4 苯基 -1，2，3，6- 四
氢吡啶的活性代谢产物相似［1］，PQ 的神经毒性逐渐
受到关注。人群流行病学调查表明，PQ 暴露可能增加
帕金森病的发病风险［2-3］。动物实验研究显示，成年
动物长期低剂量暴露于 PQ 会产生类帕金森病特征［4］，
且雄性较雌性往往有更明显的表征。

在神经发育的关键时期，例如胚胎、胎儿和新生
儿阶段，由于血脑屏障发育不完全，不能有效阻止化
合物暴露而使子代更容易受到环境神经毒素的影响［5］。
此外，生命早期暴露于神经毒物可使个体在生命晚期
更易患神经退行性疾病［4］。一项来自农业地区的人群
调查表明，孕妇尿液及胎粪中均可检测出 PQ［6］。处于
神经发育关键时期的小鼠大脑对于外界化学物质的接
触较为敏感，这种接触可能对成年后小鼠神经系统仍
然产生影响。

故本研究建立 C57 小鼠 PQ 暴露模型，观察生命
早期暴露于 PQ 对老年雄性和雌性小鼠运动协调能力
的影响，并进一步分别观察成年期 PQ 暴露和二次暴
露对雄鼠运动协调能力的改变。这些探索旨在为评估
不同生命阶段 PQ 暴露对人类潜在的神经毒性风险提
供实验证据。

1   对象与方法
1.1   研究对象

30 只怀孕的清洁级雌性 C57BL/6 小鼠［生产许
可 证 号 ：SCXK（ 沪 ）2017-0005］购 自 上 海 斯 莱 克 实

验动物责任有限公司，单独饲养在独立的恒温鼠房
中，光周期为 12 h/12 h，温度为 20~24℃，相对湿度为
40%~70%，通风良好，小鼠可自由获取食物和水。每
天在 8:00 和 18:00 时对怀孕的雌性进行两次检查，将
幼鼠出生当天定为出生后第 0 天。在小鼠 4 周断乳后，
根据性别将幼鼠分开，分别按每笼 4~7 只饲养。所有
实验程序均符合中华人民共和国科学技术部《关于善
待实验动物的指导性意见》及国际兽医学编辑协会

《关于动物伦理与福利的作者指南共识》的相关要求。
1.2   暴露方法
1.2.1   生命早期 PQ 暴露   根据查阅的文献资料［7］及预
实验结果，生命早期暴露剂量选取未对幼龄鼠产生明
显表征改变的最高剂量 0.8 mg·kg-1。将共 4 窝的雌、雄
性幼鼠随机分为 4 个实验组 ：雄性生理盐水（normal 

saline，NS）组（n=16）、雄性 PQ 组（n=16）、雌性 NS 组
（n=8）和雌性 PQ 组（n=8）。PQ 组的雌、雄鼠从出生后

5~19 d 腹腔注射 0.8 mg·kg-1 PQ（分析纯，Sigma 公司，
美国），每天注射 1 次，连续暴露 15 d ；NS 组的雌、雄
鼠从出生后 5~19 d 接受腹腔注射等量 NS。
1.2.2   成年期再次 PQ 暴露   由于目前国内外研究已
明确 PQ 对成年雌性啮齿动物的影响较雄性啮齿动物
小［5］，结合本研究目的，成年期暴露主要选取雄性小
鼠。将生命早期 NS 及 PQ 处理的雄性幼鼠分为 4 组 ：
NS+NS 组（生命早期和成年期均使用 NS 处理，n=8）、
NS+PQ 组（ 生 命 早 期 用 NS 处 理，成 年 期 使 用 PQ 处
理，n=8）、PQ+NS 组（生命早期用 PQ 处理，成年期用
NS 处 理，n=8）、PQ+PQ 组（ 生 命 早 期 和 成 年 期 均 使



 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2020, 37(7) 681

www.jeom.org

用 PQ 处理，n=8）。生命早期 PQ 处理见 “1.2.1”。参考
Breckenridge 等［8］和 Soni 等［9］的研究，在雄鼠 8 月龄
时，NS+PQ 组和 PQ+PQ 组雄鼠经腹腔注射 10 mg·kg-1 

PQ，隔 2 d 暴露 1 次，共暴露 10 次 ；NS+NS 组和 PQ+NS

组雄鼠在同样的时间内经腹腔注射等量 NS。
1.3   体重称量和一般情况观察

小鼠暴露期间每天称重并记录，其余时间每月称
一次体重并记录，同时观察小鼠的一般情况。
1.4   步态分析

本 研 究 使 用 Cat Walk XT 动 物 步 态 分 析 系 统
（Noldus，荷兰）评估小鼠运动协调能力［10］，使用 Cat 

Walk XT 系统随附的软件（版本 10.6）对脚印进行识别
并分析参数。先将小鼠置于 Cat Walk 暗房中，让其自
由移动 5~10 min，以熟悉新环境。接着将小鼠放在 Cat 

Walk步行台上，使小鼠穿过整个玻璃板进入另一端“目
标暗箱 ”，或者手动将其放置在 “ 目标暗箱 ” 中，当小
鼠在暗箱中观察结束后再将它们放回自己的笼子中。
在最初的训练过程中，每只小鼠必须从一端到另一端
进行不间断的运动，然后才将其放回自己的笼子中。
最后测试阶段要求每只小鼠完成 3 次不间断的运动才
视为有效数据，然后将其放回笼子。为了使小鼠在进
入 “ 目标暗箱 ” 与回到笼子之间建立联系，在所有训练
过程中，小鼠在走到尽头进入 “ 目标暗箱 ” 后才将其放
回笼中。
1.5   统计学分析

使用SPSS 22.0统计软件进行统计分析。统计结果用
Mean±SEM 表示。多组间比较采用单因素方差分析，两
两比较采用 LSD-t法检验。两组间比较使用独立样本 t检
验。检验水准α=0.05。使用GraphPad Prism 6软件作图。

2   结果
2.1   生命早期及成年期 PQ 暴露后小鼠体重变化

由图 1 可知，幼年雌、雄小鼠末次暴露后，PQ 组
与 NS 组小鼠体重差异均无统计学意义（P > 0.05）。成
年雄鼠暴露期间各暴露组与相应年龄 NS+NS 组体重
相比，差异无统计学意义（P > 0.05）。
2.2   PQ 暴露后小鼠一般表现

生命早期暴露及成年期暴露的各组小鼠一般情
况均良好，小鼠毛色光洁度、分泌物、眼外观、呼吸、
神态、活力等表现无异常 ；而观察至 22 月龄时发现
PQ+NS 组及 PQ+PQ 组雄鼠毛发较 NS+NS 组及 NS+PQ

组稀疏，且颜色较淡。

2.3   生命早期PQ暴露对老年小鼠运动协调能力的影响
小鼠在出生后 5~19 d 腹腔注射 0.8 mg·kg-1 PQ 后，

与 NS 组相比，22 月龄雄鼠步序正常指数（图 2A）、脚
印面积（右后肢除外）（图 2D）和步幅（图 2E）降低（P < 

0.05），通过总步数（图2B）和支撑时间（图2C）增加（P < 

0.05），而生命早期 PQ 暴露对雌性小鼠的运动协调能
力指标未产生任何影响（P > 0.05）。

图 1   生命早期（A）和成年期（B）再暴露于 PQ 小鼠的体重
Figure 1   Body weight of mice during early-life exposure (A) or/

and adulthood re-challenge (B) to PQ

［注］* ：与对照相比，P < 0.05。
［Note］*: Compared with the control group, P < 0.05.

图 2   生命早期 PQ 暴露对 22 月龄雄鼠、雌鼠运动协调能力的
影响（n=8）

Figure 2   Effect of early-life exposure to PQ on motor function of 
male and female mice at 22 months old (n=8)

A

C

E

B

D

A B



 | Journal of Environmental and Occupational Medicine | 2020, 37(7)682

www.jeom.org

2.4   生命早期及成年期再次 PQ 暴露对老年雄鼠运动
协调能力的影响

在成年期 10 mg·kg-1 PQ 暴露后，与 NS+NS 组相比，
仅成年期暴露于 PQ（NS+PQ 组）增加了雄鼠支撑时间

（图 3E）（P < 0.05），且与 NS+PQ 组相比，仅生命早期暴
露于 PQ（PQ+NS 组）降低了雄鼠脚印面积（图 3F）及步
幅（图 3G）（P < 0.05）；与 NS+NS 组雄鼠相比，生命早
期暴露于 PQ 后成年期再次暴露于 PQ 的雄鼠（PQ+PQ

组）步序正常指数降低（图 3A）、通过总步数增加（图
3B）、脚印最大接触面积时间的占比增加（图 3C）、脚
印最大接触压力时间的占比增加（图 3D）、支撑时间
增加（图 3E）、脚印面积降低（图 3F）、步幅降低（图
3G）、摇摆速度减小（图 3H）（均 P < 0.05），同时发现，
与 NS+PQ 及 PQ+NS 组雄鼠相比，PQ+PQ 组雄鼠支撑时
间增加（图 3E）、摇摆速度减小（图 3H）、左前肢脚印
最大接触面积时间的占比增加（图 3C）（均 P < 0.05）。

［注（Note）］* ：P < 0.05 ；** ：P < 0.01 ；*** ：P < 0.001。A ：步序正常指数（Regularity index）；B ：通过总步数（Number of steps）；C ：脚印最大接
触面积时间的占比（Max contact at）；D ：脚印最大接触压力时间的占比（Max intensity at）；E ：支撑时间（Run duration）；F ：脚印面积（Foot 

area）；G ：步幅（Stride）；H ：摇摆速度（Swing speed）。
图 3   生命早期 PQ 暴露及成年后再次 PQ 暴露对 22 月龄雄鼠运动协调能力的影响（n=8）

Figure 3   Effect of early-life exposure and adulthood re-challenge to PQ on motor function of male mice at 22 months old (n=8)

3   讨论
前期研究发现，不同年龄段 PQ 暴露引起的神经

行为变化不同，幼年期 PQ 暴露较成年期暴露导致的
小鼠被动记忆能力损伤更加严重［11］。本研究结果表
明，与成年期暴露（NS+PQ 组）相比，生命早期暴露于
0.8 mg·kg-1 PQ（PQ+PQ 组）降低了雄鼠步序正常指数、
脚印面积及步幅，而与对照组（NS+NS 组）相比，仅成
年期暴露（NS+PQ 组）并未影响以上指标，说明幼年
期 PQ 暴露可导致比成年期 PQ 暴露更严重的运动协
调能力的降低，进一步证明了在神经发育窗口期机体
对环境毒物更敏感［1］。这种易感性可能是由于血脑屏
障尚未完全发育，导致幼龄动物的 PQ 浓度高于成年

动物［1］。此外，大脑生长突增期是神经元增殖、分化、
迁移以及神经连接建立、髓鞘形成和突触形成的关键
时期［12］，在大脑生长突增期暴露于神经毒物比成年
期暴露更易受到伤害［12］。

本研究中观察到与成年期暴露（NS+PQ 组）相比，
仅生命早期暴露于 PQ（PQ+NS 组）并未对摇摆速度、
脚印最大接触面积时间的占比及脚印最大接触压力
时间的占比等指标产生影响，但是生命早期暴露于
PQ 后成年期再次暴露于 PQ（PQ+PQ 组）增加了支撑
时间、左前肢脚印最大接触面积时间的占比，降低摇
摆速度，进一步损伤雄鼠运动协调功能。本研究结果
与 Barlow 等［13］及 Thiruchelvam 等［7］关于农药引起多
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巴胺能神经毒性的啮齿动物模型研究结果一致。一方
面，生命早期暴露于 PQ 等农药会改变成年人体内血
脑屏障的发育及其功能［14］，不完全或异常成熟导致
的 “ 渗漏型 ” 血脑屏障可能会增加其随后对毒物的通
透性，这提示成年后再次接受 PQ 暴露可能对机体的
影响更加明显［14］；另一方面，当中枢神经系统在成年
期再次受到挑战时，发育性损伤引起的多巴胺能功能
性丧失可能导致更明显的神经变性结果［7，15］。人群研
究显示，以运动系统异常为主要症状的神经退行性疾
病患者可能持续暴露于多巴胺神经毒素，如沙索林醇
或狄氏剂，但有毒物质的急性单次暴露并不能解释进
行性多巴胺系统改变［4，16-19］。此外，由于达到阈值的
炎症损伤通常不易逆转，所以多次有毒物质暴露可能
导致进行性多巴胺系统损伤，进而导致进行性神经病
变，产生运动功能异常等症状［1，20］。

动物研究表明成年动物暴露于 PQ 引起的神经行
为改变具有性别差异，雄性比雌性更易受到影响［21］。
在本研究中，生命早期雌雄小鼠暴露于相同浓度的
PQ，雄鼠神经行为的改变大于雌鼠，雌性似乎对 PQ

有相对的抵抗力。以前的研究表明，这种性别差异是
由于雌性性激素（尤其是雌激素），具有强大的抗炎和
抗氧化作用［22］。为了排除激素的保护作用，本研究选
择新生小鼠进行试验，但也观察到相同的现象。基于
PQ 引起的氧化应激毒性机制，这种性别差异可能与
雌鼠独立于年龄、发情周期的抗氧化应激和线粒体损
伤修复能力优于雄鼠有关［23-25］。本研究仅旨在比较和
描述 PQ 毒性的性别差异，有关机制尚需进一步研究。

综上所述，生命早期暴露于低剂量 PQ 可引起雄
性小鼠不可逆的运动功能失调，且成年后再次暴露于
PQ 后会进一步永久性地损伤小鼠的运动功能，但生
命早期暴露于低剂量的 PQ 对雌性小鼠神经行为相关
指标并无明显影响。在 PQ 引起的运动神经行为失调
中，雄性小鼠比雌性更敏感。
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