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慢性铝负荷致小鼠神经元退行性改变与脑内锰离子关系的研究

邱红梅!何百成!周岐新#

"重庆医科大学药学院药理教研室
!

-...*,

%

!!

摘
!

要"目的
!

探讨慢性铝负荷致神经元退行性改变的可能机制&方法
!

选择健康雄性
3RL

小鼠
*-.

只!随机分为铝负荷

组与对照组各
D.

只&铝负荷组小鼠每天灌胃给予
-=X

葡萄糖酸铝"

.+&K#

(

*.

<

%$对照组小鼠给予等体积蒸馏水灌胃$每周

,

天!连续
*&

周&比较两组小鼠学习和记忆功能改变'海马病理学改变'大脑皮层和海马金属锰离子含量变化&结果
!

铝负荷组

小鼠从第
-

周开始被动学习记忆和空间识别能力显著降低$病理学检查显示海马神经元出现明显核固缩和丢失$第
,

周开始皮层

和海马的锰离子含量显著增高&结论
!

慢性铝负荷可导致小鼠神经元退行性改变!学习记忆能力下降!其机制可能与铝负荷引起

脑内锰等金属离子代谢紊乱有关&

关键词"铝$锰$神经元退行性改变$铝负荷
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铝是一种可使神经系统发生退行性改变的慢性神经毒性

物质#可引起学习记忆及认知能力障碍#其机制涉及氧化应激+

线粒体损伤等'

*%&

(

)有研究证明#脑内微量注射氯化铝可导致

小鼠神经退行性改变#氧化应激损伤显著#出现学习记忆功能

障碍#海马神经元核碎裂+固缩+神经元丢失'

A%-

(

#但慢性铝中毒

是否能产生类似的神经元退行性改变#脑内金属离子紊乱是否

与之相关#尚缺乏系统研究)因此#本研究采用经胃肠道给药

致小鼠慢性铝中毒模型#观察其神经元退行性改变与脑内金属

锰离子的关系#从而探讨铝负荷致神经退行性改变的可能

机制)

A

!

材料与方法

A+A

!

动物
!

选择健康雄性
3RL

小鼠
*-.

只'重庆医科大学动

物实验中心提供#合格证号!

TU?W

$渝&

&..&...*

(#体质量
&.

!

&=

<

#

-

周龄)随机分为铝负荷组与对照组各
D.

只)葡萄糖酸

钠与
"1U1

A

-

,L

&

[

临用前用蒸馏水配成
-=X

葡萄糖酸铝溶

液)铝负荷组每天灌胃给予
-=X

葡萄糖酸铝
.+&K#

"

*.

<

$相

当于
"1

Al

-..K

<

"

Q

<

&%对照组给予等体积蒸馏水#每周
,

天#

连续
*&

周)

A+B

!

试剂与仪器
!

葡萄糖酸钠+

"1U1

A

-

,L

&

[

+

&=X

四乙基

氢氧化铵均为国产分析纯)

TRg%&

型电脑全自动程控
!088;6

水迷宫+小鼠
1;

<

G7%@(8Q

明暗刺激仪由中国医学科学院药物研

究所研制%等离子体原子发射光谱分光光度仪
$1(6K(-..

购自

美国
$̂

公司)

A+C

!

模型制备
!

于给药后的
*

+

&

+

A

+

-

+

,

+

E

+

*&

周
D

个时间点

测定小鼠学习记忆功能+观察海马病理形态学变化+测定皮层

和海马金属铝离子+锰离子)

A+D

!

小鼠避暗实验
!

各组取小鼠
*.

只#头部向外放入明室

中#暗室底部通电$

A,\

#

"U

&#记录
=K;9

内小鼠由明室进入

暗室遭受电击所需的时间间隔$潜伏期&以及遭受电击的次数

$错误次数&)

&-G

以后#重复上述操作)

A+J

!

小鼠
!088;6

水迷宫实验
!

各组取小鼠
*.

只进行测试)

水迷宫内水恒温
&-

!

&=Z

#测定时间为
=K;9

)实验分为训练

阶段和测试阶段)训练阶段!持续训练
-@

#上+下午分段训练#

每次选择
-

个不同的入水点#将小鼠面向池壁放入水池并定向

航行至平台)测试阶段!第
=

天进行#测试时撤去平台#将小鼠

任意方位放入水池#记录小鼠第
*

次航行至原平台的时间$寻

台时间&#超过
=K;9

以
=K;9

计算)

A+K

!

脑皮层和海马金属离子测定
!

各组取小鼠
=

只#断头处

E=A*

重庆医学
&.*&

年
=

月第
-*

卷第
*-

期



死#分离皮层和海马并称质量#匀浆后加入
&=X

四乙基氢氧化

铵$

EK#

"

<

&#

E.Z

恒温消化至溶液澄清#然后加双蒸水定容至

*.K#

#采用
$1(6K(-..

等离子体原子发射光谱分光光度仪进

行测定)铝测定波长为
A.B+A9K

#锰测定波长为
&=D+,9K

)

A+L

!

在体固定及切片制备
!

-X

水合氯醛腹腔麻醉小鼠#仰卧

位固定#剪开胸腔+剥离心包#用头皮针从左心室滴注含
=X

甲

醛和肝素的
.+*K01

"

#

磷酸缓冲液$

F

G06

F

G(75:IHH58601I7;09

#

$'T

&固定#与此同时剪碎肝脏作为灌注液及血液的流出口#待

小鼠身体僵硬后断头分离脑组织#保存于固定液中#

&

!

D@

后

行冠状切面切片#

L̂

染色后显微镜镜检)

A+M

!

统计学处理
!

应用
T$TT**+=

统计软件进行数据分析#

计量资料以
D È

表示#组间比较采用
7

检验#采用
T"T,+*&

软

件进行逐步回归检验#以
!

$

.+.=

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B+A

!

铝负荷对小鼠避暗行为的影响
!

小鼠避暗实验可见#与

对照组小鼠相比#铝负荷组小鼠潜伏期从
-

周开始呈时间依赖

性明显缩短#而受电刺激错误次数明显增多$

!

$

.+.=

&#见

表
*

)

表
*

!!

铝负荷对小鼠避暗行为的影响$

D È

#

&a*.

%

时间
潜伏期$

6

&

铝负荷组 对照组

错误次数$

&

&

铝负荷组 对照组

*

周
&DA+B̀ &B+, &D=+&̀ A.+* *+À *+. *+*̀ .+E

&

周
&-A+-̀ E,+* &DA+*̀ --+- *+*̀ .+E *+.̀ .+E

A

周
&A=+È =.+& &,,+.̀ *&+B *+À *+. *+*̀ *+.

-

周
*D,+À &A+-

"

&A.+.̀ A=+, &+*̀ .+E

"

.+B̀ .+E

,

周
DE+.̀ &&+&

"

&D.+=̀ AD+& &+À *+.

"

*+.̀ .+E

E

周
-E+È *D+*

"

&,=+,̀ &B+, A+.̀ *+*

"

.+B̀ .+E

*&

周
*B+=̀ *&+-

"

&E,+-̀ &-+= A+B̀ *+.

"

.+B̀ .+E

!!

"

!

!

$

.+.=

#与对照组比较)

B+B

!

铝负荷对小鼠
!088;6

水迷宫寻台时间的影响
!

小鼠水

迷宫实验显示#与对照组小鼠相比#铝负荷组小鼠从
-

周开始

寻台时间显著延长$

!

$

.+.=

&#见表
&

)

表
&

!!

铝负荷对小鼠水迷宫寻台时间的

!!!

影响$

D È

#

&a*.

%

时间 铝负荷组 对照组

*

周
*B+.̀ *&+& &*+-̀ *A+E

&

周
&*+-̀ B+& &.+È B+=

A

周
&*+.̀ -*+, *B+&̀ D+&

-

周
-*+,̀ *-+D

"

&A+&̀ ,+D

,

周
B.+-̀ E+E

"

&&+&̀ -+=

E

周
*=A+&̀ *A+A

"

&-+È ,+*

*&

周
*-B+.̀ *,+=

""

&&+-̀ E+,

!!

"

!

!

$

.+.=

#与对照组比较)

B+C

!

铝负荷对小鼠海马病理形态学的影响
!

脑组织
L̂

染色

后#镜检可见#对照组小鼠各时间点海马神经元层次分明#排列

紧密#形态清晰%铝负荷组神经元从
,

周开始随铝负荷时间的

延长出现海马神经元层次不清+细胞形态改变+核固缩#碎裂和

细胞缺失$封
&

图
*

&)

B+D

!

铝负荷对小鼠脑组织金属离子含量的影响
!

与对照组小

鼠相比#铝负荷组小鼠从
,

周开始#皮层和海马
"1

+

!9

离子含

量的增加呈显著时间依赖性$

!

$

.+.=

&#见表
A

!

-

)

表
A

!!

铝负荷对小鼠脑组织铝离子含量的

!!!

影响$

D È

#

&a=

%

时间
皮层铝离子$

"

K01

"

#

&

铝负荷组 对照组

海马铝离子$

"

K01

"

#

&

铝负荷组 对照组

*

周
A.+AD̀ E+AD A=+&D̀ *=+,- *AB+*-̀ *A+&, *-&+=-̀ &=+ED

&

周
A-+ED̀ *E+E, A&+&=̀ *&+B* *-A+D,̀ &D+*- *-*+DD̀ *D+D=

A

周
A&+BB̀ =+*- A*+.D̀ B+&= *==+B̀ &D+DE *A&+ED̀ AA+B.

-

周
=*+=D̀ D+AE -.+=-̀ *=+DE *-=+E&̀ -B+D. *&E+DB̀ *A+&,

,

周
,D+-*̀ ,+A-

"

-*+&À *&+=A &*&+=,̀ &,+..

"

*&-+*À &E+=-

E

周
E-+BB̀ ,+&=

"

-&+DÀ *A+*A *BD+.&̀ *D+A&

"

*A,+=À &E+&B

*&

周
D.+ED̀ B+BE

"

-A+,À E+.A *E,+E-̀ &.+AA

"

*AD+EÀ *,+*.

!!

"

!

!

$

.+.=

#与对照组比较)

表
-

!!

铝负荷对小鼠脑组织锰离子含量的

!!!

影响$

D È

#

&a=

#

"

K01

(

#

%

时间
皮层铝离子

铝负荷组 对照组

锰离子

铝负荷组 对照组

*

周
&+DD̀ .+=A A+.&̀ .+AA *,+&,̀ ,+& *=+-B̀ A+*&

&

周
&+A.̀ .+A. A+=B̀ *+-= *,+A-̀ -+D- *-+&=̀ =+=,

A

周
A+.D̀ .+-- &+-,̀ *+D& *,+E=̀ -+,E *=+=B̀ E+-,

-

周
-+-D̀ .+=B

"

&+DÀ .+,& *B+B-̀ ,+D*

"

*-+.*̀ -+&=

,

周
=+,D̀ .+E*

""

&+D*̀ .+B. &-+=-̀ &+B&

"

*=+&,̀ A+=B

E

周
E+-À .+=E

""

A+,B̀ .+EE &=+*È .+E&

""

*-+B&̀ A+.&

*&

周
D+BÀ *+&&

"

A+.,̀ *+&. &-+*,̀ *+&B

"

*=+DÀ -+D&

!!

"

!

!

$

.+.=

#

""

!

!

$

.+.*

#与对照组比较)

B+J

!

小鼠学习记忆损伤与脑内锰离子水平的逐步回归模型分

析
!

皮层的锰离子水平增高对小鼠
!088;6

水迷宫寻台时间延

长有显著影响$

!

$

.+.=

&#皮层锰离子的标准偏回归系数$

'

C

&

为
A=+A,

#标准误为
,+-D

#

Ma&B+EE

#

!a.+..=-

)

C

!

讨
!!

论

目前#随着老龄化社会的到来#越来越多的老龄化疾病受

到重视#其中神经退行性疾病备受关注)神经系统退行性疾病

是一类与年龄呈正相关+慢性进行性神经系统疾病#包括阿尔

茨海默病$

"1MG5;K58c6@;65(656

#

"V

&+肌萎缩侧索硬化症

$

(K

J

0780

F

G;>1(758(16>15806;6

#

"#T

&+帕金森病$

$(8Q;9609c6

@;65(656

#

$V

&+亨廷顿病$

LI97;9

<

706c6@;65(65

#

LV

&等)这些

神经系统退行性疾病的病因+病变部位可各不相同#但在中枢

神经系统中均有某些特定区域的神经元损伤甚至死亡)目前#

神经退行性疾病的发病机制尚不十分明确)铝是地壳中含量

最丰富的金属元素之一#也是日常生活中人们经常接触的元

素#其具有显著的神经毒性)小鼠脑室内微量注入氯化铝及自

由摄入含铝离子的水均可导致神经系统退行性改变和神经系

统炎症的发生'

A%-

(

)自然条件下长期饮用或食用铝含量过高的

水或食物可导致慢性铝中毒#所以本研究采用持续
*&

周给予

B=A*

重庆医学
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葡萄糖酸铝致慢性铝中毒模型#以研究其对脑学习记忆功能+

海马病理形态学以及金属锰离子含量的影响)研究结果显示#

葡萄糖酸铝溶液持续灌胃
*&

周#铝负荷组小鼠被动学习记忆

能力进行性减弱#空间识别定位能力进行性降低%海马区神经

元核碎裂+变性+固缩+缺失呈时间依赖性加重)上述结果提

示#葡萄糖酸铝灌胃
*&

周致神经元退行性改变模型建立成功)

脑内金属离子紊乱与神经系统退行性疾病的发生+发展密

切相关'

=%,

(

)国内外研究报道均显示#在多种铝负荷致神经退

行性改变模型都出现脑内锰+铜+铁等金属离子紊乱'

A

#

D

(

)锰+

铜+铁等过渡金属元素在氧化还原反应中具有特殊的电子传递

作用#而同时会伴有自由基$如超氧阴离子&的生成)生理状态

下这些生成的自由基可被机体相应的抗氧化应激系统清除$如

超氧化物歧化酶&#但病理状态下则可经
P59709

+

L(:58%45;66

反应生成毒性更大的羟自由基#当超过机体的最大清除能力时

就可导致蛋白质+核酸+膜脂质氧化#继而发生神经元退行性改

变直至神经元死亡'

E

(

)

锰是人体营养代谢过程中必需的微量元素之一#是许多代

谢酶的重要组成成分#如精氨酸酶)但研究显示过量的锰也可

导致显著的神经毒性'

B%*&

(

)高锰环境可导致神经系统退行性

疾病发生的概率显著增加'

*A

(

%长期接触锰及其含锰的无机毒

物如杀虫乳剂与特发性老年帕金森病之间存在正相关'

*-%*=

(

#

这提示神经系统退行性疾病的发生可能与脑内锰离子的代谢

紊乱有关)本研究结果显示#铝负荷组小鼠海马及皮层锰离子

含量的增加从
,

周开始出现显著时间依赖性#而对照组小鼠无

显著改变)这是否提示在铝负荷致神经系统退行性改变的过

程中#皮层和海马锰离子含量增高是导致学习记忆功能障碍的

原因之一. 于是#本研究将铝负荷组小鼠皮层和海马锰离子含

量与水迷宫寻台时间+避暗实验潜伏期做了多元逐步回归模型

分析#结果显示铝负荷致神经退行性变过程中#锰离子含量的

增高对铝负荷组小鼠的学习记忆功能障碍具有显著影响)这

提示脑内锰离子水平的增高在神经元退行性变过程中也发挥

了重要的作用#但其具体机制还需要进一步研究)
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