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硫酸铜染毒对小鼠海马神经细胞突触可塑性
相关蛋白表达的影响
杜莹，张亚茹，张虎，赵超，张颖，刘冉，浦跃朴，尹立红

东南大学公共卫生学院，环境医学工程教育部重点实验室，江苏  南京  210009

摘要 ：

[ 背景 ]　铜稳态失衡与多种神经退行性疾病密切相关，而铜暴露对学习记忆损害作用的具体
机制尚不明确。突触可塑性是学习记忆的细胞生物学基础，突触可塑性相关蛋白可反映突
触生长、发育、连接的过程。

[ 目的 ]　探讨硫酸铜染毒对小鼠海马神经元（HT22 细胞）突触可塑性相关蛋白表达的影响，
为研究铜暴露对学习记忆的作用机制提供科学依据。

[ 方法 ]　以 HT22 细胞为靶细胞，同时设立 CuSO4 染毒组（CuSO4 浓度分别为 10、20、40、
80 μmol·L-1）和对照组（予以同等体积完全培养基处理）。采用 CCK-8 法检测染毒 24、36、48 h

后 HT22 细胞增殖活性。染毒 48 h 后，采用 Western blotting 法检测突触可塑性相关蛋白突触
泡膜素（SYP）、突触后致密蛋白 -95（PSD-95）、脑源性神经营养因子（BDNF）及酪氨酸激酶 B

（TrkB）的蛋白表达水平。

[ 结果 ]　染毒 24、36、48 h 后，各组间细胞增殖活性的差异均有统计学意义（F=27.99、13.80、
29.15，均 P < 0.01）。染毒 48 h 后，10、20、40、80 μmol·L-1 硫酸铜组 HT22 细胞增殖活性分别
为对照组的 89.26%、88.72%、81.50%、67.42%，均 P < 0.05。染毒 48 h 后，与对照组相比，20、
40、80 μmol·L-1 染毒组 HT22 细胞 SYP 蛋白相对表达量分别下调 15.93%、29.55%、42.69%（均
P < 0.05）；40、80 μmol·L-1 染毒组 HT22 细胞 PSD-95 蛋白相对表达量分别下调 41.24%、47.19%

（均 P < 0.05）；20、40、80 μmol·L-1 染毒组 BDNF 蛋白相对表达量分别下调 23.17%、24.49%、
58.99%（均 P < 0.05）；各组间 HT22 细胞 TrkB 蛋白相对表达量差异有统计学意义（P < 0.05），
与对照组相比，80 μmol·L-1 染毒组 TrkB 蛋白相对表达量下调 38.03%（P < 0.05）。

[ 结论 ]　硫酸铜染毒可降低海马神经细胞增殖活性，可能与突触可塑性相关蛋白的表达下调
有关。
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Abstract: 

[Background] The imbalance of copper homeostasis is closely related to a variety of 
neurodegenerative diseases, but the specific mechanism of copper-induced learning and 
memory impairment is still unclear. Synaptic plasticity is the cell biological basis of learning and 
memory, and synaptic plasticity proteins reflect the processes of synaptic growth, development, 
and connectivity.

[Objective] This in vitro experiment is designed to investigate the effects of copper sulfate 
exposure on the expressions of synaptic plasticity-related proteins of hippocampal neurons (HT22 
cells), and provide a scientific basis for studying the mechanism of copper-induced learning and 
memory impairment.

[Methods] HT22 cells were divided into one control group (equal volume of complete medium) and 
four CuSO4 exposure groups (CuSO4 concentrations were 10, 20, 40, and 80 μmol·L-1, respectively). 
The proliferation activity of HT22 cells was detected by CCK-8 method after CuSO4 exposure for 
24, 36, and 48 h. The expressions of synaptic plasticity related proteins including synaptophysin 
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(SYP), post-synaptic dense protein-95 (PSD-95), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), and tyrosine kinase B (TrkB) were detected by 
Western blotting after CuSO4 exposure for 48 h.

[Results] After 24, 36, and 48 h of designed treatment, the cell proliferation activities among groups were statistically different (F=27.99, 
13.80, and 29.15, all P < 0.01); after 48 h of treatment, the proliferation activities of HT22 cells in the 10, 20, 40, and 80 μmol·L-1 CuSO4 

groups were 89.26%, 88.72%, 81.50%, and 67.42%, respectively, and were lower than that in the control group (all P < 0.05). After 48 h of 
treatment, compared with the control group, the SYP relative protein expression levels of HT22 cells in the 20, 40, and 80 μmol·L-1 CuSO4 
groups were down-regulated by 15.93%, 29.55%, and 42.69%, respectively (all P < 0.05); the PSD-95 relative protein expression levels in 
the 40 and 80 μmol·L-1 CuSO4 groups were down-regulated by 41.24% and 47.19%, respectively (both P < 0.05); the BDNF relative protein 
expression levels in the 20, 40, and 80 μmol·L-1 CuSO4 groups were down-regulated by 23.17%, 24.49%, and 58.99%, respectively (all P < 
0.05); there was a statistically significant difference in TrkB relative protein expression levels among the groups (P < 0.05), and the TrkB 
relative protein expression level of HT22 cells in the 80 μmol·L-1 CuSO4 group was down-regulated by 38.03% compared with the control 
group (P < 0.05).

[Conclusion] The exposure to copper sulfate decreases the proliferation activity of hippocampal nerve cells, which may be related to the 
down-regulation of synaptic plasticity-related proteins.
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铜是人体必需的微量元素，但是过多摄入会导致
体内铜稳态失衡，并通过血脑屏障进入海马、基底核、
小脑和突触膜等区域，产生神经毒性作用。研究证明，
铜稳态失衡如血清游离铜的升高、铜蓝结合蛋白的减
少与阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿病等多种神经
退行性疾病密切相关［1-3］。动物研究结果显示，铜可诱
导海马和额叶皮质细胞凋亡和星形细胞增多，并加重
小鼠空间学习记忆障碍［4-5］。因此，环境铜暴露的健康
危害引起了广泛重视。

近年来，国内外对铜毒性的研究主要集中在铜暴
露引起的肝脏和神经系统损害表现，而缺乏相关机制
研究。突触可塑性是在外环境作用下，神经系统为维
持其相对稳定发生的适应性变化，是学习记忆的细胞
生物学基础［6-7］。海马是学习记忆尤其是空间认知功
能相关的脑区，但铜染毒对海马细胞突触的损害作用
及机制研究尚缺少系统的研究报道。由此，本研究以
小鼠海马神经元为靶细胞，探讨硫酸铜致神经毒性的
可能机制。

1   材料与方法
1.1   受试细胞

小鼠海马神经元（HT22 细胞）由第四军医大学唐
都医院神经外科惠赠。
1.2   主要试剂和仪器

DMEM 高糖培养基（Hyclone，美国），胎牛血清
（BI，以色列），五水合硫酸铜（国药集团化学试剂公

司，中国），CCK-8 检测试剂盒（七海复泰公司，中国），
二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）蛋白定量试剂盒

（Thermo，美国），RIPA 裂解液（碧云天生物技术公司，

中国），双色预染蛋白 Marker（上海雅酶，中国），突
触泡膜素（synaptophysin，SYP）、突触后致密蛋白 -95

（post-synaptic density-95，PSD-95）、脑源性神经营养
因 子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）抗 体

（Proteintech，美国），酪氨酸激酶 B（tyrosine kinase 

B，TrkB）抗体、α- 微管蛋白（α-tubulin）抗体、β-actin

抗体及抗小鼠、抗兔 IgG 二抗（爱博泰克生物公司，
中国），流式细胞仪（BD，美国），倒置显微镜（ZEISS，
德国）。
1.3   细胞培养及处理
1.3.1   细胞培养   HT22 细胞用 DMEM 高糖培养基（10%

胎 牛 血 清、1×105 U·L-1 青 霉 素、100 mg·L-1 链 霉 素 ）培
养，置于 37℃、5% CO2 饱和湿度下的培养箱中，待细
胞生长至对数生长期时，收集备用。
1.3.2   染毒方法与分组   将五水合硫酸铜（CuSO4·5H2O）
加入适量完全培养基，完全溶解后配制成 12 mmol·L-1

的储存液，染毒剂量参照国内外生活饮用水标准。
WHO《饮用水质量指南》规定铜的指导值为 2.0 mg·L-1

（约 31.50 μmol·L-1）［8］，我国 GB 5749—2006《生活饮用
水卫生标准》规定为 1.0 mg·L-1（约 15.75 μmol·L-1）［9］，
因此本研究设立 10、20、40、80 μmol·L-1 硫酸铜染毒
组，每组设 3 个平行，同时设立对照组。
1.4   细胞增殖活性检测

采用 CCK-8 法测定 HT22 细胞的增殖活性。在 96

孔培养板中每孔加入 100 μL 细胞悬液，使每孔细胞数
达到 8×103 个，37℃、5% CO2 条件培养，细胞贴壁后，
换液后加入 CuSO4 工作液，分别使其终浓度为 0、10、
20、40、80 μmol·L-1。孵育 24、36、48 h 后，更换新鲜培
养基并向每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，将培养板在培养
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箱内避光孵育 1 h，用酶标仪测定在 450 nm 处的光密
度值（D），计算细胞增殖活性。细胞增殖活性（%）=

（D实验组-D空白）/（D对照组-D空白）×100%。
1.5    Western blotting 法检测 SYP、PSD-95、BDNF
及 TrkB 蛋白表达水平

硫酸铜染毒 48 h 后，用细胞刮板刮下各组细胞，
分别添加 RIPA 裂解液 - 丝氨酸蛋白酶抑制剂 - 磷酸蛋白
酶抑制剂混合液（体积比为 100∶1∶1），研磨 2 min，
冰上放置 30 min 使细胞充分裂解。离心后取上清液，
BCA 法测定总蛋白浓度，并配成 2 mg·L-1 十二烷基硫
酸钠混合液，100℃煮沸变性，于 -80℃冰箱保存。总
蛋白经 12% 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离，电泳仪电压设置为浓缩胶 70 V，30 min ；分离胶
90 V，60 min ；转膜条件为 250 mA、2.5 h，转移至聚偏
氟乙烯膜后，用 5% 牛血清白蛋白室温封闭 1 h，将目
的蛋白和内参蛋白稀释适当倍数后，4℃孵育过夜。
由于 β-actin 与 SYP 分子量接近，较难区分，故同时用
α-tubulin、β-actin 作为内参蛋白。在摇床上用 TBST 洗
3 次后加入相对应的二抗，室温孵育 2 h。最后用 TBST

洗膜 3 次，利用化学发光试剂检测并拍照，通过 Image 

J 软件对蛋白条带进行灰度定量分析。
1.6   统计学分析

使用 SPSS 19.0 和 Graphpad Prism 8 软件进行统计
学分析及作图。各处理组间比较用 One-way ANOVA 方
差分析，再进行 Turkey 两两比较。检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   细胞活性

CCK-8 实验结果显示，染毒 24、36、48 h 后，各组
间细胞活性的差异均有统计学意义（F=27.99、13.80、
29.15，均 P < 0.01）。染毒 48 h 后，10、20、40、80 μmol·L-1

硫酸铜组 HT22 细胞增殖活性分别为 89.26%、88.72%、
81.50%、67.42%，染毒组细胞增殖活性均低于对照组

（均 P < 0.05）。见图 1。
2.2   HT22 细胞 SYP、PSD-95 蛋白表达

Western blotting 检 测 结 果 显 示，各 组 间 HT22 细
胞 SYP、PSD-95 表达有统计学差异（F=42.23、6.02，均
P < 0.01）。与 对 照 组 相 比，20、40、80 μmol·L-1 硫 酸 铜
处理 HT22 细胞 48 h 后，SYP 蛋白相对表达量依次下调
15.93%、29.55%、42.69%，差 异 有 统 计 学 意 义（ 均 P < 

0.05）；40、80 μmol·L-1 硫酸铜处理 HT22 细胞 48 h 后，
PSD-95 蛋白相对表达量依次下调 41.24%、47.19%，差

异有统计学意义（均 P < 0.05）。见图 2。

 

 

［注］* ：与对照组比较，P < 0.05。
图 1   硫酸铜染毒后 HT22 细胞活性

［注］A ：Western blotting 电泳图 ；B ：SYP 蛋白 ；C ：PSD-95 蛋白。a ：
与对照组相比，P < 0.05 ；b ：与 10 μmol·L-1 染毒组相比，P < 0.05 ；c ：
与 20 μmol·L-1 染毒组相比，P < 0.05。

图 2   硫酸铜染毒 48 h 后 HT22 细胞 SYP、PSD-95 蛋白表达水平

2.3   HT22 细胞 BDNF、TrkB 蛋白表达
Western blotting 检测结果显示，各组间 HT22 细

胞 BDNF、TrkB 表达均有统计学差异（F=18.12、4.162，
均 P < 0.05）。与对照组相比，20、40、80 μmol·L-1 硫酸
铜处理 HT22 细胞 48 h 后 BDNF 蛋白相对表达量依次下
调 23.17%、24.49%、58.99%，差异有统计学意义（均 P < 

0.05）；各组间 HT22 细胞 TrkB 蛋白相对表达量差异有
统计学意义（P < 0.05），与对照组相比，80 μmol·L-1 染
毒组 TrkB 蛋白相对表达量下调 38.03%（P < 0.05）。见
图 3。
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［ 注 ］A ：Western blotting 电 泳 图 ；B ：BDNF 蛋 白 ；C ：TrkB 蛋 白。a ：
与对照组相比，P < 0.05 ；b ：与 10 μmol·L-1 染毒组相比，P < 0.05 ；c ：
与 20 μmol·L-1 染毒组相比，P < 0.05 ；d ：与 40 μmol·L-1 染毒组相比，
P < 0.05。

图 3   硫酸铜染毒 48 h 后 HT22 细胞 BDNF、TrkB 蛋白表达水平

3   讨论
随着铜矿的开采冶炼以及其在农药、饮用水管材

等领域的应用，我国部分地区环境中铜含量已超过限
值。据报道，1994—2001 年我国城市污泥中铜平均值为
486 mg·kg-1，铜超标率为 12%，是仅次于锌的第二污染
物［10］；2011 年淮河水中铜含量是我国《生活饮用水
卫生标准》铜限值的 1.6 倍［11］。环境铜暴露的健康风
险不容忽视。

铜被血液吸收后，穿过血脑屏障进入海马、基底
核等［12］，使大脑表现出明显的组织病理学损伤，损
害动物学习记忆能力。王艳昕［13］研究表明，铜染毒
Wister 大鼠 90 d 后海马区细胞数量减少，体积缩小，
胞浆浓缩，呈现凋亡特征性改变，伴随动物空间认知
和记忆能力受损［14］，但铜染毒对学习记忆损伤的具
体机制尚不明确。海马是哺乳动物体内与学习记忆的
关系最密切的结构之一，直接参与信息的贮存和回
忆，内部神经元的损伤是学习记忆退化的主要原因。
突触可塑性表现为突触形态和功能的适应性改变，主
要包括长时程增强（long-term potentiation，LTP）和长
时程抑制（long-term depression，LTD），二者的协调表
达是学习记忆形成的神经生理学基础［15］。因此，以铜
对海马神经元突触可塑性的作用为研究切入点，将为
脑铜代谢和铜致神经系统疾病的影响，特别是为铜对
学习记忆影响的机制探讨提供科学依据。

海马区域突触功能的实现对大脑学习记忆尤为
重要，突触前和突触后受到干扰均可造成中枢神经
系统突触传递和突触可塑性的异常改变。SYP 是一种
突触前囊泡膜蛋白，与神经生长、修复再生、突触结
构和功能可塑性调节有关，是突触前特异的标志性
蛋白，SYP 的密度、分布间接反映突触的数量和分布
情况［16］。本研究结果显示，铜暴露可降低 HT22 细胞
SYP 的表达，提示铜可通过调节 SYP 从而减弱突触囊
泡转运能力，使神经系统的信息传递、加工和储存出
现障碍。PSD 是突触后膜内侧胞质面的一层均质性致
密物质，是 LTP 发生的结构基础。PSD-95 是 PSD 中含
量最丰富的蛋白之一，位于谷氨酸能神经的突触后致
密区，在突触后信号转导系统的转配和组织起核心
作用，常作为突触后反映突触效能的特异性标志物。
PSD-95 参与突触的形成、调控海马神经元 LTP，轻度
认知功能损伤大鼠海马 PSD-95 水平明显降低［17］。本
研究中，铜暴露使 HT22 细胞 PSD-95 表达水平减少，
提示铜暴露后 HT22 细胞突触后致密物质变薄或突
触活性降低，导致突触的传导发生障碍。此外，SYP、
PSD-95 作为突触前、突触后的标志性蛋白，在突触可
塑性方面有重要作用，同时也与神经系统疾病有一定
关系。研究表明，SYP 参与 Ca2+ 依赖神经递质的释放，
PSD-95 促进谷氨酸受体的丛集和活性，两者均会影响
神经系统传导功能，在老年痴呆、精神分裂症等神经
系统疾病的发病中起重要作用［18］。

BDNF 属于神经营养素家族，不仅在神经系统抵
抗伤害性刺激、促使神经元损伤后的再生方面发挥重
要作用，而且参与突触可塑性的形成和细胞间的信号
传导过程。TrkB 是 BDNF 的特异性受体，由酪氨酸激酶
原癌基因编码，BDNF 必须与 TrkB 结合才能发挥其生
物学作用［18-21］。当 BDNF 与细胞膜上的受体 TrkB 结合，
细胞内信号传导通路被激活，调节神经系统钙离子浓
度，该过程对神经的生长和发育、提高神经元的存活
率有重要的支持作用 ；同时，BDNF 与 TrkB 的结合可
调节谷氨酸和 γ- 氨基丁酸突触后神经递质受体的数
量和分布，最终影响突触可塑性和学习记忆活动［22］。
因此，BDNF 及 TrkB 缺乏或功能异常可伴有严重的学习
记忆功能障碍。本研究结果显示，铜染毒组 HT22 细胞
BDNF、TrkB 受体表达下调，说明铜可能通过 BDNF/TrkB

影响下游通路，调节突触活动和兴奋性，最终影响突
触可塑性。

综上所述，硫酸铜染毒可明显降低小鼠海马神经
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元细胞增殖活性，可能与突触可塑性相关蛋白表达下
调有关。本课题组将在此基础上，结合污染区域铜负
荷人群研究成果，开展体内和体外实验进行验证，深
入探讨铜暴露致学习记忆损害的机制，为铜暴露健康
风险评估和环境限量标准的完善提供科学依据。
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