
　　收稿日期:2008-04-28;修回日期:2008-10-15

基金资助:国家自然科学基金项目 (No.30700675)
作者简介:刘秋芳 (1959—), 女 , 主管技师 , 研究方向:神经

毒理。
＊:通讯作者 , 教授 , 博士生导师。

亚慢性染铝对断乳大鼠神经行为学的影响
刘秋芳

1
, 靳翠红

1
, 唐秋实

1
, 王军明

1
, 曹哲瑶

2
, 蔡原

1, ＊

(1.中国医科大学公共卫生学院毒理教研室 , 辽宁 沈阳　110001;2.大连医科大学 , 辽宁 大连　116044)

　　摘要:目的　研究亚慢性染铝对断乳大鼠神经行为学和神经细胞形态学的影响 , 以明确铝对发育中的中枢神经系

统的毒性作用 , 为机制研究提供理论依据和实验资料。方法　对刚断乳 Wistar大鼠通过饮水亚慢性连续染毒 12周 ,

采用原子吸收石墨炉法进行血铝和脑铝含量的测定;跳台试验法观察大鼠学习 、 记忆行为学的改变;HE染色和尼氏

染色后 , 光镜观察海马形态学改变。结果　高剂量染铝组脑组织系数显著低于对照组;随着染铝剂量的增加 , 染铝组

血铝和脑铝浓度显著升高 (P<0.05, P<0.01), 低 、 高剂量组之间脑铝差异有统计学意义 (P<0.05);大鼠跳台试

验的潜伏期随铝暴露剂量增加逐渐缩短 , 而错误次数逐渐增加 , 有明显的剂量-效应关系 (P<0.01)。 海马 HE和尼

氏染色后光镜观察表明 , 各染铝组与对照组相比均未发现明显差异。结论　亚慢性铝暴露可以引起发育中大鼠学习记

忆能力下降 , 但其形态学观察未见器质性病变。
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Effectofsubchronicexposuretoaluminiumonneuralbehaviorinweaningrats
LIUQiu-fang1 , JINCui-hong1 , TANGQiu-shi1 , WANGJun-ming1 , CAOZhe-yao2 , CAIYuan1, ＊

　　 (1.DepartmentofToxicology, SchoolofPublicHealth, ChinaMedicalUniversity, Shenyang110001, China;

2.DalianMedicalUniversity, Dalian116044, China)

Abstract:ObjectiveToexploretheeffectsofsubchronicexposuretoaluminiumonneuralbehaviorandhippocampalmor-

phologyinweaningrats.MethodsWeaningWistarratswererandomlydividedintothreegroupsaccordingtothebodyweight.

Aluminiumchloridewasadministratedthroughdrinkingwaterwiththeconcentrationsof0.2% and0.4% (m/V)respectively

for12weeks.Thebloodlevelsofaluminiumweredeterminedbyatomicabsorptionspectrophotometry, theneuralbehaviorwas

examinedbystepdowntest, andthehippocampalmorphologicalchangeswereobservedunderlightmicroscopewithHEand

Nissl'sstainings.Results　Thebraincoefficientsofexposedratswasremarkablylowerthanthatofthecontrolsanddose-depend-

ent.Thelevelsofaluminiuminbothbloodandbrainwasincreasedsignificantlyalongwiththeadministereddosage(P<0.05,

P<0.01).Ontheotherhand, thelatentperiodofstepdowntestinexposedratswasshortened, whilethemistakefrequency

wasincreasedsignificantlyalongwiththeincreaseofaluminiumdosage(P<0.01).Butnoobviousmorphologicalchangesin

thehippocampiofexposedratswasfound.Conclusions　Thereweresomeadverseeffectsonlearningandmemoryabilitiesby

subchronicexposuretoaluminiumintheweaningrats, butnomorphologicalchangecouldbefoundinthestudy.
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　　多种神经退行性疾病与铝的慢性蓄积有关 , 如阿

尔茨海默病 (AD)、 透析性脑病 (DE)、 Guam帕金

森痴呆等
[ 1, 2]
, 这些疾病患者海马区铝含量显著高于

正常人相应脑区的含量 , 提示海马是铝主要作用部位

之一。动物实验也发现铝可致大鼠痴呆 , 不仅表现为

学习记忆能力下降和行为障碍 , 而且形态学改变与

AD病理过程相似
[ 3]
。铝的神经毒性已成为当前研究

的热点之一 。

铝对婴幼儿可能特别危险 , 因为他们的血-脑屏

障 、胃肠道及肾脏功能发育还不完善
[ 4]
。本研究采

用整体动物实验的方法 , 对刚断乳大鼠进行亚慢性染

铝 , 通过测定大鼠神经行为学 、神经细胞形态学的变

化 , 探讨铝对发育中的中枢神经系统的影响 , 以为阐

明铝的神经毒性机制提供理论依据和实验资料 。

1　材料与方法

1.1　实验动物分组及染毒

刚断乳 Wistar大鼠 39只 , 体重 50 ～ 70 g, 由中

国医科大学实验动物中心提供 , 适应性饲养观察 1周

后使用 。将动物按体重随机分为 3组 , 每组 13只 ,

雌雄各半。所设各组分别为:对照组 (给予蒸馏

水)、低剂量组 (给予 0.2%AlCl3水溶液)、 高剂量

组 (给予 0.4%AlCl3水溶液);实验动物均自由饮

水 、摄食 , 连续染毒 12周 。动物室温度 18 ～ 23 ℃,
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相对湿度 45% ～ 55%。

1.2　主要试剂与仪器

三氯化铝 , 分析纯 , 沈阳试剂三厂;跳台装置 ,

中国安徽;原子吸收光谱仪 (日立 Z-5000), 日本;

光学显微镜 (Olympus), 日本 。

1.3　观察指标及检测方法

1.3.1　动物处理　最后一次染毒 24 h后 , 动物称重

并记录 。每组随机抽取 3只大鼠 , 按 40 mg/kg体重

用戊巴比妥钠麻醉后打开胸腔 , 暴露心脏 , 左心室进

针 , 打开右心耳 , 用生理盐水行全身灌流 。待将血液

冲净后 , 经 10%多聚甲醛灌注固定 , 取全脑再固定

于 10%多聚甲醛中 , 用于形态学观察 。各组中其他

大鼠先做神经行为学测定 , 后摘眼球采血 , 继而脱颈

椎处死 , 取全脑 , 称重;分离海马 , 称重;血液用于

铝含量测定 。

1.3.2　一般自然情况观察　染铝期间 , 观察各组动

物的生长及体重变化情况 , 每周在固定时间称量各组

动物体重一次并记录 。

1.3.3　脏器系数测定 　脑组织系数 =脑组织质量

(g) /体重 (100g)

1.3.4　脑组织和血铝含量测定　准确称取各组大鼠

脑样 0.2g(或准确吸取肝素抗凝血 0.1ml)于石英烧

杯中 , 加 5 ～ 8ml混酸 (浓硝酸∶高氯酸 =4∶1, V/V),

同时做空白对照。低温加热至试样全部溶解 , 继续加

热蒸发至近干 。加 2%硝酸溶解残留物并定容至 50ml,

石墨炉原子吸收光谱法测定脑组织和血铝含量。

1.3.5　学习 、记忆行为学测定　装置:大鼠跳台箱

25cm×22cm×30cm, 跳台四面为不透明的茶色玻璃 ,

底部为间隔为 1cm的铜栅 (可通 40 V直流电给予刺

激), 底部一角有一 8 cm×8 cm×8cm的平台 。

学习行为测定:先将大鼠轻放在铜栅上 , 适应

3 min后 , 将大鼠放上平台 , 等大鼠跳下后再将其放

回平台上面 , 如此重复 3次 , 然后给予持续电刺激

(约 40 V), 此时大鼠受到刺激后会自动跳上平台 ,

如此反复训练 , 直至大鼠在平台上停留时间超过

5 min为止 。

记忆行为测定:24 h后 , 按原来的次序将大鼠

依次放在平台上 , 记录大鼠自平台首次跳下的时间

(潜伏期)及 5 min内大鼠从平台上跳下的次数 (错

误次数)。潜伏期越短 、错误次数越多说明学习 、 记

忆能力越差;若大鼠在 5 min后仍没有跳下平台 , 则

将其潜伏期记为 300s。

1.3.6　海马病理切片的细胞形态学观察　海马组织

石蜡包埋 , 常规制成 4 μm切片。采用 HE染色 、 尼

氏染色 , 常规脱水 、 透明 、树脂封片 。光镜观察海马

神经元数量 、分布及形态改变;尼氏染色观察神经元

内尼氏体分布 、 数量及形态改变。

1.4　数据处理

用 SPSS11.5统计软件进行实验数据处理及统计

分析 , 组间差异的统计学检验用单因素方差分析 , 两

组间比较用 q检验 (Newman-Kenls)。其中血铝 、 脑

铝浓度用几何均数表示。

2　结果

2.1　各组大鼠体重增长情况

由表 1可见 , 染铝各组大鼠出生后体重明显低于

对照组 , 但随着周龄增长 , 这种差异逐渐减小 。
表 1　各组大鼠体重增长的比较 (x±s)

组别 n 第一周 第二周 第三周 第四周

对照组 13 50.7±10.2 79.5±17.5 117.2±21.5 172.1±30.1

0.2%AlCl3 组 13 45.4±9.2＊ 70.4±14.5 114.4±28.9 167.1±31.4

0.4%AlCl3 组 13 34.5±5.2＊ 54.0±10.2＊ 113.6±22.3 169.2±38.0

　　与对照组比较 , ＊P<0.05;表 2同。

2.2　各组大鼠体重与脑组织系数

如表 2所示 , 染铝组与对照组比较 , 体重差异无

统计学意义 。高剂量染铝组脑组织系数显著低于对照

组 (P<0.05)。
表 2　各组大鼠体重及脑组织系数的比较 (x±s)

组别　　　 n 体重 (g) 脑组织系数 (%)

对照组 10 243.62±23.15 0.495±0.044

0.2% AlCl3组 10 271.87±24.17 0.458±0.026

0.4% AlCl3组 10 269.62±24.47 0.431±0.043＊

2.3　各组大鼠血铝和脑铝浓度

如表 3所示 , 染铝组大鼠的血铝浓度均显著高于

对照组 (P<0.05), 且随着铝暴露剂量的增加 , 血

铝浓度呈现一定的升高趋势;脑铝的变化趋势与血铝

一致 , 染铝组大鼠脑铝与对照组相比均显著升高 (P

<0.01), 低 、高剂量组之间差异有统计学意义 (P

<0.05)。

2.4　学习 、记忆 (神经)行为学结果评价

表 4显示 , 随着染铝剂量的增加 , 大鼠跳台试验

的潜伏期逐渐缩短 , 而错误次数逐渐增加 , 与对照组
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比较 , 差异均有统计学意义 (P<0.01)。 0.2%AlCl3

组动物的潜伏期与 0.4%AlCl3组比较差异也有统计

学意义 (P<0.05)。
表 3　各组动物血铝和脑铝浓度的比较 (G±s)

组别　　 n 血铝 (μg/L) 脑铝 (μg/g)

对照组 10 33.89±9.21 6.19±2.27

0.2%AlCl3 组 10 　47.43±14.38＊ 15.68±4.48＊＊

0.4%AlCl3 组 10 　55.56±19.07＊ 18.79±5.18＊＊ #

　　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与 0.2%AlCl3 组比

较 , #P<0.05

表 4　各组动物潜伏期和 5min错误次数的比较 (x±s)

组别　　 n 潜伏期 (s) 错误次数 (次)

对照组 10 300.00±0.00　 0.00±0.00

0.2% AlCl3组 10 202.71±81.99＊＊ 1.43±0.85＊＊

0.4% AlCl3组 10 　19.67±8.44＊＊# 2.47±0.99＊＊

　　与对照组比较 , ＊＊P<0.01;与 0.2%AlCl3组比较 , #P<0.05

2.5　各组海马病理组织学检查

HE染色 , 与对照组相似 , 海马细胞形态正常 ,

排列较整齐;神经元的分布 、 数量及形态未见明显差

别 。而尼氏染色也未发现染铝组海马神经元内尼氏小

体的数量及分布出现异常 。提示在本次研究中 , 海马

细胞未发生在光镜下可见的明显改变 。

3　讨论

到目前为止 , 铝对学习记忆的抑制作用已在多数

动物和人体上得到证实。 1992年 White
[ 5]
等调查了铝

冶炼厂内接触铝粉尘 12 ～ 23年的 25名工人 , 其中

21人出现了明显的记忆减退;而后 Bast-Pettersen
[ 6]

和 Hanninen
[ 7]
等人报道了铝作业工人的视空间感知

能力 、 心理运动能力 、短期记忆能力 、学习能力等均

受到一定程度的损害;Yen-kood
[ 8]
等人给小鼠腹腔注

射 AlCl3 1个月后 , 发现其条件回避反应率明显低于

对照组 。但亚慢性铝暴露对发育中的动物神经系统损

伤研究较少 , 在本次行为学实验中 , 亚慢性染铝组大

鼠随着染铝剂量的增加 , 大鼠跳台试验的潜伏期逐渐

缩短 , 错误次数逐渐增加 , 与对照组比较差异均有统

计学意义;0.2%AlCl3组动物的潜伏期与 0.4%AlCl3
组比较差异也有统计学意义 , 说明铝能损伤神经系统

发育过程中大鼠的学习和记忆功能。

有学习 、记忆障碍的老年性痴呆患者神经元数目

明显减少 , 海马颗粒空泡样变性 (GDV)被认为是

Alzheimer病的特征性病理学改变
[ 9]
。 Crapper

[ 10]
等发

现铝可使神经元的核仁明显变小和数量明显减少。在

本次研究中 , 无论是 HE还是尼氏染色均未发现染铝

组大鼠海马细胞出现在光镜下可见的明显病理变化 ,

表明在本次实验条件下 , 亚慢性铝暴露未对海马造成

光镜下可见的器质性改变 , 但还不能排除神经细胞可

能发生了超微结构如细胞器 、 亚细胞器等的改变。

本研究还发现 , 染铝各组仔鼠出生后体重明显低

于对照组 , 但随着周龄的增长 , 这种差异逐渐减小。

可能是因为越年幼的动物对铝越敏感。实验结束时 ,

高剂量染铝组脑组织系数显著低于对照组 (P<

0.05), 说明在生长发育期铝暴露会特异地影响大鼠

大脑的发育 。血铝和脑铝结果表明随着铝暴露剂量的

增加 , 血铝和脑铝的含量也逐渐升高 , 脑铝低 、高剂

量组之间差异也存在统计学意义 (P<0.05)。提示

铝能穿过血脑屏障并在脑中沉积 , 从而干扰脑内正常

的离子代谢平衡 , 对中枢神经系统和生长发育造成影

响 。
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