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摘 要:目的 探讨亚慢性铝暴露对SD大鼠学习记忆功能及海马细胞凋亡的影响。方法 将40只初断乳SPF级SD
大鼠随机分为4组,每组10只,分别为对照组(蒸馏水),低、中、高浓度组(分别是2mg/ml、4mg/ml、6mg/mlAlCl3),

采用自由饮水方式让大鼠连续染毒AlCl33个月。采用 Morris水迷宫试验来检测各组每只大鼠的认知能力。采用 HE
染色法检测大鼠海马的病理变化,TUNEL法检测海马凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax的表达水平。结果 与对照组相比,低、
中、高AlCl3 浓度组潜伏期长,差异均有统计学意义(q=4.28,P<0.01;q=7.41,P<0.01;q=9.85,P<0.01);三
组铝染毒大鼠停留目标象限时间均短于对照组(F=11.62,P<0.01);三组铝染毒大鼠穿越平台次数均少于对照组(F

=16.90,P<0.001)。三组不同浓度铝染毒组内两两比较显示,高浓度组和中浓度组的潜伏期均长于和穿越平台次数

均少于低浓度组,高浓度组停留目标象限时间短于低浓度组和中浓度组,差异均有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。
与对照组相比,铝暴露各浓度组大鼠海马神经元数目减少,胶质细胞数量增多;铝暴露组Bcl-2蛋白表达减少,Bax蛋白

表达增多,Bcl-2/Bax比值降低,凋亡细胞数增多。结论 亚慢性铝暴露可致大鼠学习记忆功能下降,其机制可能与

AlCl3 诱导海马细胞Bcl-2表达下调、Bax表达上调有关。
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  Abstract: Objective Tostudyeffectsofsubchronicaluminumexposureonlearningandmemoryandthe
cellapoptosisofhippocampusinSDrats. Methods FortySDratswithgradeSPFatearlyablactationwere
randomlydividedintofourgroups:acontrolgroup,alow-concentrationAlCl3group,amedium-concentration
AlCl3andahigh-concentrationAlCl3group,10ratsineachgroup.Ratsofthecontrolgroupdrankstilledwater
freely,thelow-,medium-andhigh-concentrationgroupsfreelydrank2mg/mlAlCl3watersolution,4mg/ml
AlCl3watersolutionand6mg/mlAlCl3watersolutionrespectivelyforthreeconsecutivemonthsforratsexpo-
suretoAl.ThelearningandmemoryabilitiesofratsweretestedbytheMorriswatermaze,thepathology
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changesofhippocampuswereobservedwithhematoxylin-eosin(HE)staining,theexpressionsofhippocam-
pus-relatedBcl-2,BaxproteinweredetectedbyTUNEL. Results Thelow-,medium-andhigh-concentra-
tionAlCl3groupshadlongerlatencytofindtheplatform,comparedwiththecontrolgroup,therewerestatisti-
callysignificantdifferences(q=4.28,P<0.01;q=7.41,P<0.01;q=9.85,P<0.01);thethreegroups
ofexposuretoAlhadshortertimespentintargetquadrantthanthecontrolgroup(F=11.62,P<0.01);the
threegroupsofexposuretoAlhadlessnumbersofthroughtheoriginalpositionthanthecontrolgroup(F=
16.90,P<0.001).ThetwogroupcomparisonamongthethreegroupsexposuretoAlshowedthatthelatency
tofindtheplatformofmedium-andhigh-concentrationgroupwerelongerthanthelow-concentrationgroup,

thenumberofthroughtheoriginalpositionofmedium-andhigh-concentrationgroupweredecreasedthanthe
low-concentrationgroup,thetimespentintargetquadrantofhigh-concentrationgroupwasshorterthanthe
middle-andlow-concentrationgroup,whichhadsignificantdifference(P<0.05orP<0.01).Comparedwith
thecontrolgroup,thenumberofhippocampalneuronsinratsofdifferentconcentrationgroupsexposuretoAl
decreased,whilethenumberofglialcellsincreased.IngroupsofexposuretoAl,theexpressionofBcl-2pro-
teinofhippocampusdecreased,whiletheBaxproteinincreasedandtheratioofBcl-2toBaxdecreased.The
numberofapoptoticcellsincreased. Conclusion SubchronicexposuretoAlmaydamagethelearningand
memoryofrats,andispossiblyrelatedtoAlCl3inductionthedownregulationofBcl-2expression,andupregu-
lationofBaxexpressionofrathippocampus.
  Keywords: aluminum;learningandmemoryability;apoptosis

  阿尔茨海默病(alzheimerdisease,AD)是一种以

学习记忆减退和认知行为功能障碍为表现的中枢神经

系统退行性疾病,其发病率高,占总老年痴呆的50%,
给个人、家庭和社会带来了沉重的负担[1]。研究表明,

AD发病的影响因素除遗传和机体衰老外,还包括大

量的外源性因素如环境因素等[2]。铝作为一种慢性蓄

积性神经毒物,通过进入脑细胞产生严重的中枢神经

系统毒性,给人们的生活及健康带来了极大的危害[3]。
本研究通过建立亚慢性铝暴露SD大鼠模型,探讨亚

慢性铝暴露对大鼠学习记忆功能的影响以及对海马的

病理改变和细胞凋亡作用的影响,这为AD疾病的监

控和预防、保护高危人群提供理论依据。

1 材料方法

1.1 试剂和仪器 无水 AlCl3(分析纯,由沈阳试剂

五厂),Morris水迷宫测试系统(RB-100A,由北京新

天地科技有限公司提供)。

1.2 动物分组及染毒 选择SPF级SD大鼠40只,
体重120~150g,由右江民族医学院动物实验中心提

供。适应性饲养一周后,将大鼠随机分为4组,每组

10只。分别为对照组(自由饮用蒸馏水),低、中、高浓

度组(分别自由饮用2mg/ml、4mg/ml、6mg/ml
AlCl3 水溶液),连续染毒3个月。每天测量体重。在

饲养过程中,笼具、饮水瓶等均不使用含铝制品。大鼠

每天正常饮水、喂饲料。

1.3 大鼠神经行为学测试 染毒结束后,采用 Mor-
ris水迷宫测定大鼠空间学习记忆能力。①定位航行

实验:实验连续进行5d,每天2次,每天在相同的时间

进行。记录大鼠分别从4个不同象限入水点入水找到

平台所需的时间,计算其逃避到平台上的潜伏期,检
测大鼠的空间学习能力。②空间探索实验:第5d撤

去平台,将受试大鼠从任一入水点面向池壁放入水中,
记录60s内大鼠首次找到原平台位置的时间,检测大

鼠的空间记忆能力。

1.4 海马形态学观察 水迷宫实验结束后,处死大

鼠,取出海马组织,用4%多聚甲醛灌流固定,常规石

蜡包埋切片,苏木精-伊红(HE)染色。

1.5 TUNEL法检测海马凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2
的表达 将多聚甲醛固定的海马常规石蜡包埋切片,
干燥后脱蜡、脱水,PBS洗涤,以3% H2O2 灭活内源

性过氧化物酶进行抗原修复后,正常羊血清室温封闭

1h,加入特异性一抗(1∶200),4℃孵育过夜,37℃复

温30min,PBS洗涤,加入1∶500辣根过氧化物酶标

记的链霉卵白素,室温孵育1h;PBS洗片,DAB显色,
苏木精复染。对照组用10%的正常羊血清代替一抗。

1.6 统计学方法 所得实验数据用SPSS13.0进行

处理分析,计量数据以(췍x±s)表示,多个样本均数比较

用方差分析,组间两两比较用q检验,P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 铝暴露对大鼠学习能力的影响 与对照组相比,
低、中、高浓度组潜伏期长,差异均有统计学意义(q=
4.28,P<0.01;q=7.41,P<0.01;q=9.85,P<
0.01);高浓度组和中浓度组的潜伏期均长于低浓度

组,差异均有统计学意义(q=5.58,P <0.01;q=
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3.13,P <0.05);高浓度组的潜伏期与中浓度组比

较,差异无统计学意义(q=2.25,P>0.05),见表1。

表1 不同铝暴露染毒浓度对大鼠学习

能力的影响 (n=10)

组别
剂量

(mg/ml)
潜伏期

(췍x±s,s)
对照组 0 30.12±4.51
低浓度AlCl3 组 2 37.35±5.25a

中浓度AlCl3 组 4 42.64±4.89ab

高浓度AlCl3 组 6 46.78±6.52ab

F 18.10
P <0.001

 注:与对照组比较,a:P <0.01;与低浓度组比较,b:P <
0.05

2.2 铝暴露对大鼠记忆能力的影响 与对照组相比,
低、中、高浓度组停留目标象限时间短,差异均有统计

学意义(q=3.03,P<0.05;q=4.64,P<0.05;q
=8.18,P<0.01);高浓度组停留目标象限时间短于

低浓度组和中浓度组,差异均有统计学意义(q=
5.15,P<0.01;q=3.54,P<0.05);低浓度组的停

留目标象限时间与中浓度组比较,差异无统计学意义

(q=1.61,P >0.05)。与对照组相比,低、中、高浓

度组穿越平台次数少,差异均有统计学意义(q=
3.12,P<0.01;q=6.95,P<0.05;q=9.30,P<
0.01);高浓度组和中浓度组穿越平台次数均低于低浓

度组,差异均有统计学意义(q=6.18,P<0.01,q=
3.82,P<0.05);高浓度组穿越平台次数与中浓度组

比较,差异无统计学意义(q=2.35,P>0.05),见表

2。

表2 不同铝暴露染毒浓度对大鼠记忆

能力的影响(n=10)

组别
剂量

(mg/ml)
目标象限时间

(췍x±s,s)
穿越平台次数

(췍x±s,次)
对照组 0 43.21±5.21 5.54±1.55
低浓度AlCl3 组 2 38.09±5.45ab 4.20±1.39a

中浓度AlCl3 组 4 35.36±5.46ab 2.56±1.55ab

高浓度AlCl3 组 6 29.37±5.27ab 1.55±0.79ab

F 11.62 16.90
P <0.001 <0.001

 注:与对照组比较,a:P <0.01;与低浓度组比较,b:P <
0.05

2.3 铝暴露对大鼠海马组织病理形态学的影响 对

照组大鼠海马神经元细胞排列整齐、结构完整、轮廓清

楚、胞核居中、核仁明显;胶质细胞分散在海马神经元

之间,呈星形或梭形,体积小,核圆形或卵圆形(见图

1A)。铝暴露各浓度组小鼠海马神经元胞体变小、核
固缩、胞浆减少,胶质细胞体积增大,数量增多(见图

1B、图1C、图1D)。

2.4 铝暴露对大鼠海马凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax表

达的影响 Bcl-2、Bax蛋白表达细胞内可见棕黄色颗

粒,主要位于胞质内。与对照组相比,铝暴露组Bcl-2
蛋白表达减少,Bax蛋白表达增多,Bcl-2/Bax比值降

低,凋亡细胞数增多。见图2、图3。

图1 铝暴露对大鼠海马形态学的影响(HE染色,×400)

注:A.对照组;B.低浓度组;C.中浓度组;D.高浓度组

图2 铝暴露对大鼠海马Bcl-2的影响(TUNEL法,×400)

注:A.对照组;B.低浓度组;C.中浓度组;D.高浓度组
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图3 铝暴露对大鼠海马Bax蛋白表达的影响(TUNEL法,×400)

注:A.对照组;B.低浓度组;C.中浓度组;D.高浓度组

3 讨论

铝是地壳中含量最丰富的金属元素之一,随着社

会的发展,铝的应用愈发广泛,人们通过日常接触和职

业接触铝的机会也越多。研究发现,阿尔茨海默病的

病人脑组织中铝的含量是正常人的1.5~30倍,在神

经原纤维缠结区脑组织中铝含量明显升高[4]。提示了

铝是AD等神经退行性疾病的重要环境因素。本实验

结果表明,亚慢性铝暴露大鼠出现逃避潜伏期延长、停
留目标象限时间短、穿越平台次数少,提示铝暴露可诱

导大鼠空间学习和记忆能力的下降,这与以往的研究

结果均相一致[5-7],表明铝可能参与了AD的发生与发

展。
目前有关 AD的发病机制研究涉及胆碱能改变、

基因突变、表观遗传学改变及能量代谢障碍等,而典型

的病理改变主要为大脑的皮质神经元数目减少和萎

缩,出现老年斑和神经原纤维缠结[8],本研究发现,亚
慢性铝暴露各浓度组大鼠海马神经元胞体变小、胞核

固缩、胞浆减少,这与高丽萍等[9]的研究结果相一致。
而许多研究表明,AD脑内神经元的丢失与细胞凋亡

有关[10],细胞凋亡是一种程序式的细胞死亡方式,而

Bax、Bcl-2基因与凋亡的调控关系尤为密切[11]。有研

究表明Bcl-2、Bax基因参与了AD介导的神经细胞凋

亡[11],本实验发现,与对照组相比,铝暴露组海马凋亡

细胞数增多,Bcl-2蛋白表达减少,Bax蛋白表达增多,

Bcl-2/Bax比值降低。这提示海马细胞凋亡的发生与

铝暴露相关,而研究表明铝在海马蓄积的浓度较高于

其它组织,是铝的重要靶器官,而海马是学习记忆的重

要器官,海马受到损伤时,学习记忆能力可以表现出相

应的受损[12]。因而进一步提示铝可能通过诱导海马

神经细胞的凋亡而导致海马细胞的损伤,进而引起学

习记忆功能的障碍。其机制可能与铝诱导海马细胞

Bcl-2表达下调、Bax表达上调有关。
本实验成功建立亚慢性铝暴露SD大鼠学习记忆

功能障碍的实验模型,这为寻找预测毒物暴露和疾病

发生早期的分子标记物提供依据,对于疾病的监控和

预防,保护高危人群具有十分重要的意义。
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