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新生期氢氧化铝暴露致小鼠成年后社交和认知功能障碍的实验研究
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　　［摘要］　目的　探究小鼠新生期氢氧化铝［Ａｌ（ＯＨ）３］暴露对小鼠成年后社交行为和认知功能的
影响。方法　将１６只ＳＰＦ级、体质量为２～３ｇ的新生Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠分成２组（ｎ＝８）：正常对照组
（Ｃ５７＋Ｓａｌ）和新生期Ａｌ（ＯＨ）３处理组［Ｃ５７＋Ａｌ（ＯＨ）３］。以肌肉注射方式在小鼠出生后第３、５、７、１０、
１２天分别以２９０、７５、１００、１１０、５０μｇ／ｋｇ体质量的剂量进行Ａｌ（ＯＨ）３处理，对照组小鼠肌肉注射等体积
的生理盐水。用旷场实验、明暗箱实验、高架十字迷宫实验评价小鼠的运动功能和焦虑样行为；用理毛

实验和埋珠实验评估小鼠的重复刻板样行为；用三箱社交实验评估小鼠的社交能力；用新物体识别、Ｙ
迷宫、筑巢实验评价小鼠的短期记忆功能和认知功能；用水迷宫实验评价小鼠的空间记忆能力和学习能

力。采用Ｓｏｘ２、ＧＦＡＰ、ＰＣＮＡ免疫荧光检测小鼠海马内神经干细胞和增殖细胞数量；ＮｅｕＮ、Ｓ１００β、Ｉｂａ１
免疫荧光检测海马内神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞的分化。结果　与 Ｃ５７＋Ｓａｌ组比较，Ｃ５７＋Ａｌ
（ＯＨ）３组小鼠在旷场实验中总运动距离、总中心时间、分段运动距离无显著变化，在高架十字迷宫实验
中，开臂时间占比上无显著变化，在明暗箱实验中，暗箱时间占比上无显著变化；在三箱社交实验中，

Ｃ５７＋Ａｌ（ＯＨ）３组小鼠在箱体时间上无差异，在箱体偏好系数和嗅探偏好系数上均表现出对陌生物体的
偏好（Ｐ＜０．０５），在理毛实验中，理毛时间显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；在新物体识别实验中，Ｃ５７＋Ａｌ
（ＯＨ）３组新物体识别系数显著低于对照组（Ｐ＜０．０５），Ｙ迷宫实验中自发交替探索行为比显著低于对
照组（Ｐ＜０．０５）；在Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验中，Ｃ５７＋Ａｌ（ＯＨ）３组在目标象限时间显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。
与Ｃ５７＋Ｓａｌ组比较，Ｃ５７＋Ａｌ（ＯＨ）３组海马齿回内神经干细胞的数量显著减少（Ｐ＜０．０５），颗粒层厚度变
薄（Ｐ＜０．０１），成熟星形胶质细胞分化增加（Ｐ＜０．０５）。结论　新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露可导致小鼠成年后
出现社交和认知功能异常，其机制可能与海马发育缺陷有关。
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　　铝是一种广泛存在于自然界的具有神经毒性的金
属，其暴露途径和方式多样，如食品、饮用水、药品、疫

苗等［１－２］。氢氧化铝［Ａｌ（ＯＨ）３］是一种常用的疫苗佐
剂，是新生期铝暴露的主要途径之一［３－４］。研究指出，

进入人体内的铝具有生物持久性并且可以透过血脑屏

障沉积在脑内［５］。在人群流行病学调查发现，职业铝

暴露可以损害人体的定向力、反应时间、记忆力、注意

力等认知功能［６－７］。在动物铝暴露模型中均发现摄

入过量铝会造成海马结构损伤［８］，进而使小鼠学习

记忆功能受损导致认知功能障碍［９－１０］。研究表明铝

和多种神经系统疾病有关，包括帕金森病、阿尔茨海

默病、透析性脑病和自闭症，但其确切的致病机制仍

待探究［１１］。

　　近年来，有文献指出自闭症患病率上升与疫苗接
种率提升有关［１２］，新生儿接种疫苗含铝佐剂的安全剂

量应当被重新评估［１３］。新生期是神经系统生长发育

的重要阶段，在该阶段遭受铝暴露，是否会对人体的正

常生长产生影响，特别是对认知功能产生影响是重要

的课题。据此，本研究采用新生 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠建

立新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露模型，通过一系列行为学实验
检测成年后小鼠的运功功能、焦虑样行为、社交行为、

重复刻板样行为、短期记忆和空间学习记忆等，利用形

态学方法检测Ｐ１４小鼠海马结构变化，以明确新生期
Ａｌ（ＯＨ）３暴露是否会对海马发育产生不利影响，进而
损害小鼠成年后的社交行为和认知功能，为重新评估

当前儿童Ａｌ（ＯＨ）３临床剂量提供了动物实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　商品级 Ａｌ（ＯＨ）３材料由中科院高能物理研究所
制备提供。本实验使用的荧光一抗如下：Ｓｏｘ２抗体、
ＮｅｕＮ抗体和 Ｓ１００β抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）；ＧＦＡＰ
抗体（美国Ｄａｋｏ公司）；ＰＣＮＡ抗体和 Ｉｂａ１抗体（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；所有荧光二抗和 ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００购自美
国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　实验动物及分组
　　选取购于陆军军医大学实验动物中心的 ７～８周
龄Ｃ５７ＢＬ／６雄鼠１０只，雌鼠２０只，体质量为（２４．５２±
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１．２５）ｇ，将该批小鼠进行配种繁育得到新生小鼠。所
有实验动物均饲养于 １２ｈ光／暗昼夜节律、温度恒定
在１８～２２℃的陆军军医大学实验动物中心标准清洁
ＳＰＦ级动物房，小鼠可自由取食和饮水。为避免雌性
激素对实验结果产生影响，本研究均采用雄性小鼠。

按照随机数字表法进行分组，每窝最多选取２只小鼠，
体质量２～３ｇ，共分为 ２组（每组 ８只）：正常对照组
（Ｃ５７＋Ｓａｌ）和新生期 Ａｌ（ＯＨ）３处理组［Ｃ５７＋Ａｌ
（ＯＨ）３］参考ＳＨＥＴＨ等

［１４］的研究报道，根据儿童免疫

规划疫苗中铝佐剂添加量及疫苗接种时间，对应换算

为小鼠出生后每千克体质量铝佐剂接种剂量及时间，

Ｃ５７＋Ａｌ（ＯＨ）３均以肌肉注射方式在小鼠出生第 ３、
５、７、１０、１２天分别以 ２９０、７５、１００、１１０、５０μｇ／ｋｇ体
质量的剂量进行处理，Ｃ５７＋Ｓａｌ组以相同形式注射等
体积的生理盐水［１４］。所有实验程序按照陆军军医

大学实验动物福利伦理委员会的动物伦理和动物福

利要求进行（ＡＭＵＷＥＣ２０２３０２７７）。
１．３　行为学检测
　　所有行为学实验于小鼠１２周龄时进行检测。
１．３．１　旷场实验　　旷场实验在由尺寸为 ４０ｃｍ×
４０ｃｍ×４０ｃｍ不透明的树脂玻璃组成的装置中进行，
用以检测小鼠的一般运动能力。实验开始时，先将箱

体底面均分为１６个小格，位于箱体中心的４个小格定
义为旷场中央区域，其余小格定义为旷场周围区域，将

小鼠从中央区域放入，使用 Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０软件追踪
记录小鼠在３０ｍｉｎ旷场实验中的活动情况，测试结束
后分析小鼠的运动轨迹、运动总距离以及在箱体中间

所处总时间。为去除小鼠气味的影响，每次测试结束

后用７５％酒精清洁旷场箱体，在酒精挥发完全后进行
下一次试验。

１．３．２　高架十字迷宫　　高架十字迷宫装置由两
个尺寸为３２ｃｍ×６ｃｍ的开臂和两个闭臂及尺寸为
６ｃｍ×６ｃｍ的中央区域组成。实验开始，将小鼠由中
央区域放入高价十字迷宫中，注意小鼠头部需朝向任

一开臂，利用Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０软件记录小鼠在迷宫内
自由探索１０ｍｉｎ的活动数据，按照以下公式分析小鼠
在开臂时间的百分比：开臂时间百分比＝进入开臂时
间／（进入开臂时间＋进入闭臂时间）×１００％。
１．３．３　明暗箱实验　　明暗箱由尺寸为 ２７ｃｍ×
２７ｃｍ×３０ｃｍ明箱和尺寸为１８ｃｍ×２７ｃｍ×３０ｃｍ的暗
箱组成，两个箱体之间有尺寸为７．５ｃｍ×３０ｃｍ的小门
可供小鼠自由穿梭。实验开始，把小鼠放入明箱中远

离小门的一端后于５ｓ之内打开小门，记录小鼠在箱
内１０ｍｉｎ的自由探索活动数据，利用 Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０
软件分析小鼠在明箱内时间。

１．３．４　理毛实验　　将每只小鼠单独放置干净透明
的标准鼠笼中，将摄像机放在距离鼠笼２０ｃｍ位置，记
录小鼠在笼中 ２０ｍｉｎ的活动视频。其中将活动前
１０ｍｉｎ定义为小鼠适应阶段，后１０ｍｉｎ定义为理毛统
计时间，由对本次实验设计未知的经验丰富的实验员

统计每只小鼠梳理身体各部位（包括头部，身体以及

尾巴）的总时间。

１．３．５　埋珠实验　　埋珠实验在尺寸为 ２７ｃｍ×
１６．５ｃｍ×１２．５ｃｍ的标准鼠笼中进行。每只鼠笼内中
均匀铺入约 ２ｃｍ深的山杨木屑，２０颗直径为 １５ｍｍ
的黑色玻璃弹珠以 ４×５的网格形状轻放在木屑表面
并保持表面平整后，将小鼠轻放入笼中开始测试，

３０ｍｉｎ后拍照埋珠情况并统计受试小鼠掩埋的玻璃
珠数量（以埋掉玻璃珠体积的３／４为标准）。
１．３．６　三箱社交实验　　三箱社交实验装置由尺寸为
６０ｃｍ×４０ｃｍ×２２ｃｍ透明聚碳酸酯制成的矩形箱体组
成，箱体间的分隔墙内设置有可供小鼠自由穿行活动

小门。实验测试分为两个阶段：适应阶段（第一阶段）

和社交阶段（第二阶段）。在适应阶段测试时，将受试

小鼠轻放于中间箱体，允许小鼠在３个箱体间自由活
动１０ｍｉｎ。在社交阶段测试时，在左右对称的两侧箱
体鼠笼中分别放入陌生Ｃ５７ＢＬ／６雄鼠和陌生物体后，
把受试小鼠从中间箱体放入并可在３个箱体中自由活
动１０ｍｉｎ。用Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０软件记录并分析每个阶
段小鼠在每个箱体中停留的时间和小鼠嗅探的时间，

并按以下公式计算箱体偏好系数和嗅探偏好指数：箱

体偏好系数＝（陌生小鼠箱体侧时间陌生物体侧箱体
时间）／（陌生小鼠侧箱体时间＋物体箱体时间）；嗅探
偏好系数＝（嗅探陌生小鼠时间嗅探陌生物体嗅探时
间）／（嗅探陌生小鼠时间＋嗅探陌生物体时间）。
１．３．７　新物体识别实验　　在实验前１ｄ，将小鼠放
置于不透明的树脂玻璃装置中适应３０ｍｉｎ。实验分为
两个阶段：第一阶段为习得阶段，第二阶段为测试阶

段。在第一阶段中，把两个几乎相同的物体（旧物体

Ｏ）分别放置在箱子一侧两个避光角落，允许小鼠在箱
体内自由探索１０ｍｉｎ。第一阶段结束后间隔２ｈ进行
第二阶段测试。第二阶段测试中，先将其中一个旧物

体Ｏ更换为与旧物体Ｏ相似但形状、颜色和纹理均不
同的新物体 Ｎ放置于相同的避光角落，将小鼠放入
箱内自由探索活动 １０ｍｉｎ。用 Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０软件
分析记录小鼠 １０ｍｉｎ内探索旧物体（ＴＯ）和新物体
（ＴＮ）的活动数据，并按照以下公式计算识别指数
（ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＤＩ）：ＤＩ＝ＴＮ／（ＴＮ＋ＴＯ）×１００％。
１．３．８　Ｙ迷宫实验　Ｙ迷宫是一个由三条臂（Ａ、Ｂ、Ｃ
臂）组成的Ｙ型不透明树脂装置（４０ｃｍ×９ｃｍ×６ｃｍ），
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实验开始时，将小鼠放入箱体中心自由探索８ｍｉｎ。当
小鼠的４个爪子全部在一条臂中时视作该小鼠完全进
入此臂，当小鼠未重复进入三条臂被定义为一次正确

的自发交替行为（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ，ＳＡＰ）。用
Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０软件记录ＳＡＰ次数及进入各臂的总次
数，按照以下公式计算ＳＡＰ行为的得分（ＳＡＢ）：ＳＡＢ＝
ＳＡＰ次数／（穿臂总次数２）。
１．３．９　筑巢实验　　在测试当天，将每只受试小鼠单
独置于一个标准鼠笼中，放入少量的木屑和一块质量

为２．５ｇ的压制棉垫，保证小鼠自由进食和饮水。在
２４ｈ后拍照笼内筑巢情况，并记录已撕碎和未撕碎的
棉垫重量，并按照以下评分标准评估受试小鼠的巢穴

质量：＞９０％棉垫未撕碎评为１分；５０％～９０％棉垫未撕
碎评为２分；１０％～５０％棉垫未撕碎且没有可识别的巢
穴评为３分；＜１０％棉垫未撕碎且巢穴平坦评为４分；
＜１０％棉垫未撕碎且巢穴完好评为５分。
１．３．１０　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验　　实验开始前１ｄ，对受
试小鼠进行适应性训练，以确保每只小鼠的运动能力

和视觉能力正常。在学习期的隐藏平台试验中，受试

小鼠每天以随机象限入水，在第１～５天的同一时段重
复此试验，记录小鼠轨迹以及找到平台所用时间。

在第６天空间探索实验中，将平台撤除，各组受试小
鼠从平台对侧象限入水，测试时间为 ６０ｓ，利用
Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０软件记录并分析收集小鼠的运动轨
迹、各象限停留时间、穿越平台的次数、游泳速度和游

泳距离等参数。

１．４　免疫荧光染色
　　Ａｌ（ＯＨ）３注射结束后，将Ｐ１４小鼠经心脏灌注多
聚甲醛（ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ）后取出脑组织。把小
鼠脑组织置于４％ＰＦＡ中固定２４ｈ后利用不同浓度酒
精梯度脱水后进行石蜡包埋，包埋后用石蜡切片机沿

冠状面切取５μｍ包含海马结构的脑组织切片贴于粘
附性载玻片上，并放入切片盒常温保存备用。进行免

疫荧光染色时，选取位置适当的脑组织切片，依次使用

二甲苯和不同浓度的酒精将切片脱蜡水化后进行微波

抗原修复，修复完成后，用 ０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００进行破
膜，之后分别加入不同一抗：兔来源 ＮｅｕＮ抗体
（１∶５００），鼠来源ＧＦＡＰ抗体（１∶５００），兔来源 Ｓｏｘ２抗
体（１∶５００），鼠来源 Ｉｂａ１抗体（１∶５００），鼠来源 ＰＣＮＡ
抗体（１∶５００），兔来源 Ｓ１００β（１∶５００），于 ３７℃温箱
孵育２ｈ后放于室温过夜，总时间不超过 １６ｈ，用
０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗３次，每次１０ｍｉｎ。清洗干净切片
后加入对应的二抗：分别为 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ ４８８Ｇｏａｔ
ａｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ和 Ｃｙ３ＤｏｎｋｅｙＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ，Ｃｙ３
ＤｏｎｋｅｙＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ使用比例为１∶５００，在３７℃孵

育２ｈ后，ＤＡＰＩ复染 １ｍｉｎ，用 ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗
３次，每次 １０ｍｉｎ，之后用抗荧光淬灭封片剂封片。
２组内各选取 ３只小鼠，每只小鼠选取海马位置相似
的３张大脑切片用于免疫荧光半定量分析统计。
１．５　统计学分析
　　所有实验数据用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计分析，
计量数据以 珋ｘ±ｓ显示，采用重复测量双因素方差分析
Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫前５ｄ训练潜伏期数据，采用配对样本 ｔ
检验分析三箱社交小鼠在陌生鼠所在箱体和物体所在

箱体的时间比较（未涉及中间箱体时间比较），其余实

验数据采用独立样本ｔ检验用于２组比较，以Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露不影响成年后小鼠的运动
能力及焦虑样行为

　　旷场实验可反映小鼠的运动能力和焦虑样行为，
在３０ｍｉｎ总测试的时间中，与对照组比较，Ａｌ（ＯＨ）３
处理组小鼠的运动轨迹较为一致，分段运动距离、总运

动距离以及总中心时间也较为一致，差异无统计学差

异（图１Ａ～Ｄ）。高架十字迷宫可反映小鼠的焦虑样
行为，在开臂时间越多则焦虑水平越低，在 １０ｍｉｎ总
测试时间中，２组小鼠在开臂时间占比差异均无统计
学意义（图１Ｅ）。明暗箱实验结果显示，在１０ｍｉｎ总
测试时间中，与对照组比较，Ａｌ（ＯＨ）３处理组小鼠在
暗箱时间占比上呈现下降趋势，但２组小鼠的暗箱时
间占比差异无统计学意义（图１Ｆ）。这部分实验结果
提示新生期Ａｌ（ＯＨ）３处理不会影响小鼠成年后的运
动能力，同时成年后小鼠也不会出现焦虑样行为。

２．２　新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露导致成年后小鼠社交行为
异常并出现重复刻板行为

　　三箱社交实验用于检测小鼠的社交行为，在三箱
社交第二阶段中，正常对照小鼠在陌生小鼠侧的箱体

时间显著多于物体侧的箱体时间（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、Ｂ），
而Ａｌ（ＯＨ）３处理组小鼠在陌生小鼠侧的箱体时间和
在物体侧的箱体时间差异无统计学意义（图 ２Ａ、Ｂ）；
箱体偏好系数和嗅探偏好系数分析结果表明，与对照组

相比，Ａｌ（ＯＨ）３处理组小鼠更偏好于陌生物体，且差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图２Ｃ、Ｄ）。理毛实
验和埋珠实验可用于检测小鼠的重复刻板样行为，理毛

实验结果显示，在１０ｍｉｎ测试时间中，Ａｌ（ＯＨ）３处理组
小鼠的理毛总时间显著高于对照组小鼠（Ｐ＜０．０５，
图２Ｅ）；埋珠实验结果显示，２组小鼠埋珠数量差异无统
计学意义（图２Ｆ）。这提示Ａｌ（ＯＨ）３处理组小鼠在成
年后存在社交行为异常以及重复刻板样行为。

３５０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）
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图１　Ａｌ（ＯＨ）３对小鼠运动能力和焦虑样行为的影响　（ｎ＝８）
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图２　Ａｌ（ＯＨ）３对小鼠社交行为和重复刻板样行为的影响　（ｎ＝８）
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２．３　新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露导致成年后小鼠短期记忆
缺陷及筑巢行为异常

　　新物体识别实验用于新生期 Ａｌ（ＯＨ）３暴露对成
年后小鼠短时学习记忆的影响（图３Ａ）。新物体识别
实验结果显示，Ａｌ（ＯＨ）３处理组小鼠的新物体的识别
指数与对照组相比明显降低（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｂ）。Ｙ迷
宫实验用于检测小鼠的短期记忆能力，实验结果显示

Ａｌ（ＯＨ）３处理组小鼠的自发交替行为比率低于对照
组小鼠，且差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ）。筑
巢实验可以评估小鼠的认知能力，按照小鼠筑巢 １～
５分评分标准对小鼠筑的巢进行评分，实验结果显示Ａｌ
（ＯＨ）３处理组小鼠筑巢得分显著低于对照组小鼠（Ｐ＜
０．０５，图３Ｄ）。这部分实验结果提示新生期 Ａｌ（ＯＨ）３
暴露会导致成年后小鼠出现短期记忆缺陷及认知障碍。

２．４　新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露导致成年后小鼠空间记忆
能力异常

　　经典的Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫试验可以反应小鼠空间学习
记忆能力（图４Ａ）。水迷宫实验结果显示，在前５ｄ的
学习测试中，２组小鼠的逃离潜伏期差异无统计学意
义（图４Ｂ）。进一步分析结果显示随着训练天数逐步
增加，２组小鼠的训练潜伏期逐渐缩短。此外，与对照
组小鼠比较，Ａｌ（ＯＨ）３处理组小鼠的平均游泳速度和
总游泳距离基本一致，无显著性变化，这表明２组小鼠

的运动水平基本一致（图４Ｃ、Ｄ）。在第６天的空间记
忆测试结果中：与对照组小鼠比较，Ａｌ（ＯＨ）３组小鼠
在目标象限的停留时间明显减少（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｅ），
Ａｌ（ＯＨ）３组小鼠穿越平台次数也比对照组小鼠少，具
有边缘显著效应（Ｐ＝０．１００５，图４Ｆ）。这表明新生期
Ａｌ（ＯＨ）３处理成年后小鼠的运动能力正常，但是空间
记忆能力出现了异常。

２．５　新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露减少Ｐ１４小鼠海马齿状回
颗粒下区神经干细胞数量

　　转录因子 Ｓｏｘ２是维持胚胎干细胞自我更新和多
潜能性的必要因子，可用于标记神经干细胞和神经前

体细胞；Ｓｏｘ２和ＧＦＡＰ双标记可用于检测生后小鼠海马
齿回中的神经干细胞。与正常对照组比较，Ａｌ（ＯＨ）３处
理组Ｐ１４小鼠的海马齿回颗粒下区 Ｓｏｘ２阳性的神经
干细胞数显著减少（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ、Ｂ）；同样，Ａｌ
（ＯＨ）３处理组小鼠海马齿状颗粒下区 Ｓｏｘ２和 ＧＦＡＰ
共同标记的神经干细胞数也显著减少（Ｐ＜０．０５，图５Ａ，
Ｃ）。ＰＣＮＡ可用于反应细胞增殖情况，与对照组比较，
Ａｌ（ＯＨ）３处理组 Ｐ１４小鼠海马中 ＰＣＮＡ阳性细胞数
呈现下降趋势（图５Ａ、Ｄ）。结果提示新生期Ａｌ（ＯＨ）３
暴露显著减少了 Ｐ１４小鼠海马 Ｓｏｘ２阳性细胞数量以
及Ｓｏｘ２和ＧＦＡＰ共同标记的神经干细胞数量，同时增
殖细胞也呈现下降趋势。
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图３　Ａｌ（ＯＨ）３对小鼠短期记忆和筑巢行为的影响　（ｎ＝８）
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图４　Ａｌ（ＯＨ）３对小鼠空间学习记忆的影响　（ｎ＝８）
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图５　Ａｌ（ＯＨ）３对Ｐ１４小鼠神经干细胞及增殖细胞的影响
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图６　Ａｌ（ＯＨ）３暴露对小鼠海马结构中神经细胞分化的影响

２．６　新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露促进Ｐ１４小鼠成熟星形胶
质细胞分化

　　为探究新生期 Ａｌ（ＯＨ）３暴露对 Ｐ１４小鼠海马神
经干细胞分化的影响，利用 ＮｅｕＮ标记成熟的神经元
细胞，Ｓ１００β标记成熟星形胶质细胞，Ｉｂａ１标记小胶质
细胞，通过免疫荧光半定量分析发现，与对照组比较，

Ａｌ（ＯＨ）３处理组Ｐ１４小鼠海马中ＮｅｕＮ标记的颗粒细
胞层明显变薄（Ｐ＜０．０１，图６Ａ、Ｂ），Ｓ１００β标记海马齿
状回区域的成熟星形胶质细胞显著增多（Ｐ＜０．０５，
图６Ａ、Ｃ），Ｉｂａ１标记海马齿状回区域的小胶质细胞变

化不大（图 ６Ａ、Ｄ）。这提示新生期 Ａｌ（ＯＨ）３暴露会
导致Ｐ１４小鼠海马齿回颗粒层变薄，促进成熟星形胶
质细胞的分化。

３　讨论

　　铝是地壳中含量最丰富的元素之一，长期暴露会
对神经系统造成一定损伤。铝可通过多种形式及途

径进入人体，如药品，食品，化妆品，饮用水，疫苗等。

Ａｌ（ＯＨ）３是常用的一种疫苗佐剂，也是新生期铝暴露
的主要途径之一，新生儿出生后至６岁会接种多种含
Ａｌ（ＯＨ）３佐剂的疫苗，如乙肝疫苗、百白破疫苗等，近
年来有研究怀疑自闭症发生率上升与疫苗佐剂有

关［１３］。多项研究表明铝暴露和神经系统疾病有关，包

括帕金森病［１５］、阿尔茨海默病［１６］、透析性脑病［１７］和自

闭症［１８］等，在人群流行病学［１９］和动物铝中毒模型［２０］

中均发现摄入过量铝会造成认知功能障碍。在动物模

型中发现新生期含铝佐剂暴露导致绵羊出现社交行为

和认知异常［２１］，小鼠在三箱社交实验中也表现出社交

７５０１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１０）



新奇性缺陷［１４，２２］。本研究使用Ｃ５７ＢＬ／６模型小鼠，建
立新生期 Ａｌ（ＯＨ）３暴露的小鼠模型，探究生后早期
Ａｌ（ＯＨ）３暴露是否会对成年后小鼠的社交及认知功
能产生影响。实验结果显示，在旷场实验中，总中心时

间和总的运动距离与对照组相比无差异，说明早期

Ａｌ（ＯＨ）３暴露不会影响小鼠成年后的运动能力。在
高架十字迷宫和明暗箱实验中，Ａｌ（ＯＨ）３组小鼠也未
出现焦虑样行为。但在三箱社交第二阶段实验中

Ａｌ（ＯＨ）３组小鼠表现出对物体而非陌生小鼠的偏向，
在理毛实验中，其理毛时间明显高于对照组，这说明新

生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露会影响成年后小鼠的社交行为并
出现重复刻板样行为。

　　据已有文献报道，孕期铝暴露可导致子代小鼠生
后 １个月内表现出发育迟缓且学习记忆能力受
损［２３－２５］，慢性口服铝暴露会导致小鼠空间学习记忆明

显下降［２６］。为评估成年后小鼠的短期记忆功能，本研

究进行了新物体识别实验，结果发现Ａｌ（ＯＨ）３组小鼠
的新物体识别系数明显下降，识别新旧物体出现障碍，

表明小鼠的短期记忆功能受损。Ｙ迷宫实验用以检测
工作记忆，发现Ａｌ（ＯＨ）３组小鼠在Ｙ迷宫实验中自发
交替探索系数明显降低，表明发育早期Ａｌ（ＯＨ）３暴露
损伤小鼠的工作记忆。同时，本研究采用水迷宫空间

探索实验以评估小鼠的空间记忆能力，发现撤除平台

后Ａｌ（ＯＨ）３组小鼠到达水迷宫平台的时间与正常对
照小鼠相比明显延长，穿梭平台次数亦有减少的趋势，

提示新生期 Ａｌ（ＯＨ）３暴露损伤了小鼠的空间记忆
能力。

　　海马是大脑中参与社交行为与学习记忆的重要脑
区，研究表明，海马结构异常与认知功能障碍和学习记

忆能力下降有关［２７］。同时，海马是铝暴露后受影响最

为严重的脑区，经亚慢性铝暴露后会减少小鼠海马区

的神经干细胞和增殖细胞［２６］，在大鼠慢性氯化铝暴露

２８ｄ后发现海马ＤＧ区反应性星形胶质细胞增加［２８］，

体外实验中也发现铝暴露会减少神经球中神经干细胞

数量并影响干细胞的定向分化［２９］。在新生期 Ａｌ
（ＯＨ）３暴露后，本研究发现与对照组比较，Ａｌ（ＯＨ）３
组Ｐ１４小鼠海马齿状回颗粒层厚度变薄，表明齿回颗
粒细胞的产生受到明显抑制。Ｓｏｘ２＋／ＧＦＡＰ＋用以标记
海马齿回内的神经干细胞，Ａｌ（ＯＨ）３处理组减少 Ｐ１４
小鼠海马齿状回Ｓｏｘ２＋／ＧＦＡＰ＋双标记细胞，并观察到
Ｓ１００β标记的成熟星形胶质细胞数量增加，表明新生
期Ａｌ（ＯＨ）３暴露减少齿回干细胞的数量并促进其向
星形胶质细胞分化，是Ａｌ（ＯＨ）３减少齿回颗粒神经元
数量的重要因素。被 Ａｌ（ＯＨ）３阻滞的海马齿回发育
模式，可能影响成年后小鼠学习记忆功能，造成其发生

认知功能障碍和异常社交行为。

　　综上所述，本研究通过构建新生期Ａｌ（ＯＨ）３暴露
小鼠模型，利用行为学检测发现成年后Ａｌ（ＯＨ）３暴露
小鼠出现社交行为异常和重复刻板样行为倾向以及短

期记忆和空间记忆受损为特征的认知障碍，利用免疫

荧光检测发现Ｐ１４小鼠海马结构发育缺陷，推测这是
引起小鼠成年后社交和认知障碍的可能机制，这为临

床上Ａｌ（ＯＨ）３安全用量的评估提供了基础数据参考，
但其致病具体机制仍有待进一步深入研究。
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